
REPUBLIQUE FRANQA 



Jrai?2005/050 16 5 



{^^■■■H INSTITUT 

NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 


REC'D 2 7 MAY 2005 




wipo PCX 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certlfiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 



Fait a Paris, le . 



2 0 m. mm 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 



document de priortte 

presente ou transmis 
conform6ment a la 

RfeGLE17.1.a)OUb) 




INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, rue de Salnt-Petersbourg 
75800 PARIS cedex 08 
Telephone : 33 (0)1 53 04 53 04 
Telecopie : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.in pi.fr 



Mattine PLANCHE 



DB 267/220104 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI 51-444 DU 19 AVRIL 1951 



1 er depot 



1/2 




BRE\/ET D^im/^NTION 

CERTIFICAT D'UTfUTE 



26bis, me de Safnt-Petersbourg 

75800 Paris Cedex 08 

Telephone: 01 53.04.53.04 Telecopie: 01.42.94.86.54 



Code de la propriete intellectuelle-livreVI 
REQUETE EN DELIVRANCE 



DATE DE REMISE DES PIECES' 
N*^ D'ENREGISTREMENT NATIONAL: 
DEPARTEMENT DE DEPOT: 
DATE DE DfiPOT: 



I Vos references pour ce dossier: R045FR 



Alain MICHELET 

CABINET HARLE ET PHELIP 

7 rue de Madrid 

75008 PARIS 

France 



1 NATURE DE LA DEMANDE 



Demande de brevet 



2 TITRE DE L'INVENTION 



3 DECLARATION DE PRIORITE OU 
REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE 
DEPOT D'UNE DEIVtANDE ANTERIEURE 
FRANCAISE 



4-^1 PEiVlArMDEUR 



PROCEDE DE CRIBLAGE D'AGENT MODUUVNT fUBIQ UiTINATION DF 1 A 



Pays OU organisation 



Date 



Norn 
Rue 

Code postal et vilie 
Pays 

Nationallte 
Forme juridique 



5A MANDATAIRE 



CYTOMICS SYSTEMS 
Batiment 5 

1 Avenue de la Terrasse 

91193 GIF SUR YVETTE CEDEX 

France 

France 

Societe anonynne 



Nom 
Pr^nom 
Qualite 

Cabinet ou Society 
Rue 

Code postal et vlile 
N° de telephone 
N"* de telecopie 
Courrier eiectronlque 



MICHELET ' 

Alain 

CP!: bm [92-1176., Pas de pouvoir 

CABINET HARLE ET PHELIP 

7 rue de Madrid 

75008 PARIS 

33 1 53 04 64 64 

33 1 53 04 64 DO 

Gablnet@harie.FR 



1 er depot 



2/2 



6 DOCUfySENTS ET FICHIERS JOINTS 


Fichier electfonique 


Pages 




Details 


Texte du brevet 


textebrevet.pdf 


57 




D49. R7, AB 1 


Dessins 


dessins-pdf 


11 




page 1 1 , figures 9 


Listage des sequences, PDF 
Listage des sequences, ASCII 
Recepiss§ de depdt 1 


seqlpdf.pdf 

seqltxl.txt 
biom1.pdf 






CNCM 1-3187 


7 ft^ODE DE PAIEMENT 


Mode de paiement 


Prelevement du compte courant 






Numero du compte client 


607 








8 RAPPORT DE RECHERCHE 


Etablissement immediat 




9 REDEVANCES JOINTES 


Devise 


Taux 


Quantite 


Montant a payer 


062 Depot 


EURO - - 


0.00- 


- 1.00 . 


• 0.00 


063 Rapport de recherche (R.R.) 


EURO 


320.00 


1.00 


320.00 


068 Revendicatlon a partw de la Heme 


EURO 


15,00 


30,00 


450.00 


Total a acquitter 


EURO 






770.00 



La lo} n°78-17 du 6 Janvier 1978 relative a rinformatique aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses failes a ce formulaire. 
El)e garantit un droit d'acces et de rectification pour les donn^es vous concernant aupres de TINPI. 



Signe par 

Signataire: FR, Cabinet Harle et Phelip. A.iVllchefet 
Emetteur du certificat: DE, D-Trust GmbH, D-Trust for EPO 2.0 
Fonction 

Mandataire agree (Mandataire 1) 



1 er depot 



R E P u 



L I Q U 




i li.. 

^lAtfONfAL fan 



BREVET D'XNVENTION 
CEBTIFICAT D'UTILITE 

Reception electronique d'une soumission 

II est certifie par la presents qu'une demande de brevet (ou de certificat d'utilite) a ete recue 
par le b.ais du depot 6lectronique securise de PINPI. Apres reception, un numero 
d'enregistrement et una date de reception ont ete attribues automatiquement. 

Demande de brevet : X 
. Demande de CU ; 



DA TB DE RECEPTION 
TYPE DE DEPOT 

D'ENREGiSTREMENT NATIONAL 
ATTRfBUEPAR LINPI 



Vos references pour ce dossier 



16 mars 2004 

INPI (PARIS) - Depot electronique 
0450528 



Depot en ligne: X 
Depot sur support CD; 



R045FR 



DEMANDEUR 



Nom ou denemination soclale 
Nombre de demandeur(s) 
Pays 



CYTOMiCS SYSTEMS 
1 

FR 



TITRE DE UlNVENTIOtVJ 



PRQCi5^CRIBLAGE D>AGii^F]vl550IX^ -'UBlQUmNATIQN DE LA PROTEINE IkBabha ET MOYPMcT 
DESTINESALA MISE EN OEUVRE DUDIT PROCEDE ^ MOYENS 



DOCUMEWT S ENVOYFj? 



package-data-xml 
FR-office-specific-info.xm! 
biom1.pdf 
dessrns.pdf 
seqlpdf.pdf 



Requetefr.PDF 
ValidLog.PDF 
application-body .xml 
indication-bio-deposlt.xml 



EFFECTUE PAR 



fee-sheet.xml 

seqftxt.txt 

textebrevetpdf 

request.xml 



Effectue par: 

Date et heure de reception electronique: 
Empreinte officielle du dep6t 



A.Michelet ' " ~ — 

16 mars 2004 17:45:18 

3D:7C:4E:BB:03:E8:61:C8:F3.A2:C3:06:2E:62:F9:2B:1E:73:2D:2F 



/ INPI PARIS, Section Dep6t / 



SIEGE SOCrAL 
INSTITUT 26 bis, WGde Saint PeJersbaum 
NATIONAL DE 75800 PARIS cedex 08 
U PROPRtETE Tfilflphone r 01 S3 04 53 04 
INDUSTRJEUE T^flcopte : 01 A2 93 59 30 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR 



LA LOI Ha 51^r)4 DU 19 AVRIL 1951 



1 er depot 

1 



DQMAIME DE LMMVENTIOM 

La presents invention se rapporte au domame du criblage d'agents 
biologiquement actifs capables de moduler rubiquitination de la proteine 
licBa, en particulier d'agents d'interdt therapeutique, at encore plus 
5 specifiquement d'agents therapeutiques destines a prevenir ou tralter des 
affections inflammatoires, des affections auto-lnnmunes ou des cancers. 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

L'un des grands problemes medicaux non resolu demeure la mise au 

10 point de traitements effectifs des syndromes inflammatoires et auto-immuns. 
Ces pathologies sont actuellement traitees a i'aide de molecules comme des 
anti-inflammatoires non steroTdiens tels que Taspirine et Tlbuprofene, et les 
corticosteroTdes, molecules a TefFicacite limitee et presentant des effets 
toxiques non negligeables. Les iniiibiteurs plus specifiques des 

15 cyclooxygenases, comme le refecoxib et les agents bloquant le facteur de 
necrose tumorals (TNF), apparus plus recemment sur le marche, se sont 
reveles presenter les memes inconvenients, 

Les facteurs de transcription de la famille NF-icB font partie des 
premiers moyens de defense de Torganisme lors d'infections virales, 

20 bacteriennes ou fongiques et egalement lors de situations physiologiques de 
stress. Ces facteurs transcriptionnels dirigent Texpression d'un nombre 
important de genes, et notamment de nombreux genes codant pour des 
mediateurs de rinflammation. Parmi ces genes, on peut citer les genes 
codant le facteur TNF-a, les interleukines IL-1, lL-6, IL-8, les molecules 

25 d'adhesion ICAM-1, VCAM-1 et la E-Selectine, la NO synthase ou encore la 
prostaglandine synthase Cox2. 

Les facteurs de la famille NF-kB sont actives par une grande variete 
de stimuli pathogenes, aussi bien endogenes qu'exogenes» ce qui inclut des 
proteines ou lipides bacteriens, les cytokines, les facteurs de croissance et 

30 des molecules liees a des situations de stress oxydatif L*activation des 
facteurs NF-kB, en reponse a ces stimuli pathogenes, est observee pour la 
presque totalite des cellules impliquees dans la reponse immune, telles que 
les cellules epitheliales, les cellules du mesenchyme, les lymphocytes, les 
cellules neutrophiles et les macrophages. 
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Bien que I'etiologie exacte de la plupart des syndromes inflammatoires 
chroniques reste indeterminee a ce jour, des resultats experimentaux, y 
compris des resultats d'etudes cliniques, ont montre le role important de 
ractivatlon du facteur NF-kB, a la fois dans I'Initiation de rinflammation et 
dans IMnstallation d'un etat d'inflammation chronique. Le blocage de 
ractivation des facteurs appartenant ^ la famille NF-kB constitue done une 
voie efficace pour traiter des syndromes inflammatoires tels que I'asthme, 
I'arthrite rhumatoTde, les colopathies inflammatoires, telle que la maladie de 
Croiin, les scl§roses multiples ou le psoriasis (Ballard, 2001 ; Baud et Karin 
2001). 

II est maintenant etabll que la r^ponse inflammatoire et i'activation du 
facteur NF-kB est etroltement liee a la destruction du facteur licBa par la voie 
ubiquitlne proteasome (Kroll et al, 1999; Winston et al, 1999). En effet dans 
des cellules non stimulees ou non-activees, le facteur NF-kB est sequestre 
dans le cytoplasme des cellules. Dans des cellules non stimulees ou non 
activees, le facteur NF-rB est done incapable d'activer ['expression des 
genes cibles de ce facteur. L'activation des genes cibles necessite tout 
d'abord la translocation du facteur NFkB du cytoplasme vers le noyau. Cette 
translocation est declenchee par la degradation du facteur iKBa par la voie 
ubiquitlne proteasome. Le facteur IxBa est en effet une proteine qui 
s6questre les facteurs NF-kB dans le cytoplasme des cellules non stimulees 
(Hay etal., 1999). 

Des stimuli inflammatoires exogenes, telle qu'une infection virale ou 
bact6rienne, activent une voie de signallsation qui provoque la 
phosphorylation du facteur iKBa. Cette phosphorylation a lieu specifiquement 
sur les residus Serine en positions 32 et 36 de la sequence d'acides amines 
du facteur IxBa. Le facteur iKBa est phosphoryle par le complexe prot6lque 
kinase Ikk. Lorsqu'il est ainsi phosphoryle, le facteur iKBa est reconnu par 
I'ubiquitine ligase SCF'^-'^^p (Kroll et al, 1999; Winston et al, 1999). La 
reconnaissance du facteur ixBa par I'ubiquitine ligase SCF^-^^^p provoque la 
poly-ubiquitination de ce facteur. Apres ubiquitination, le facteur iKBa est 
alors reconnu et degrade par le proteasome. La destruction du facteur iKBa 
provoque la liberation du facteur cytoplasmique NF-kB. Le facteur NF-kB 
subit une translocation du cytoplasme vers le noyau. Une fois localise dans 
le noyau des cellules stimulees, le facteur NF-kB reconnaTt specifiquement 
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les promoteurs de genes cibles at active fortement leur transcription: la 
reponse inflammatoire est installee (Ben Neriah, 2002). 

De nombreuses donnees experimentales semblent confirmer que la 
liberation du facteur NF-kB, qui est induite par la degradation du facteur iKBa 
pliosphoryle, constitue une etape essentielle pour llnitiation de I'inflammation 
et egalement pour I'installation d'une situation d'inflannmation chronique 
(Magnani et al, 2000; Lewis at Manning, 1999). 

II existe un besoin dans Tetat de la technique pour de nouveaux 
composes anti-inflammatoires, que ce soit pour le traitement d'un etat 
inflammatoire aigu ou d'un etat inflammatoire chronique. En particulier, i! 
existe un besoin pour des composes anti-inflammatoires qui soient a la fois 
plus efficaces et plus sp^oifiques que les composes anti-inflammatoires 
connus. De tels composes anti-inflammatoires, du fait de leur specificite vis- 
a-vis d'une cible biologique. seraient susceptibles de posseder des effets 
secondaires indesirables reduits. voire d'etre exempts de tout effet 
secondaire indesirable. 

11 existe aussi un besoin pour la mise au point de precedes pour 
identifier des composes d'interet therapeutique, plus specifiquement des 
composes anti-inflammatoires a effet ameliore, du type de ceux ci-dessus. 



20 
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nPj^r.RIPTIQN DE LMNVENTION 

nA«n» pfen aenerale du oroce de de criblaaB de I'invention 

Selon I'invention, on a mis au point un precede de criblage d'agents 
d'interet therapeutique. qui sont selectionn6s pour leur specificite d'action sur 
I'ubiquitination de la proteine humaine iKBa par un complexe ubiquitine 
ligase comprenanl la prot6ine humaine p-TrCP. 

Le demandeur a montre que, de maniere surprenante. il etait possible 
de mimer, dans des cellules de levure, le processus de degradation du 
facteur iKBa par le proteasome. processus qui a lieu naturellement dans les 
30 cellules humaines. 

De maniere surprenante, on a montr6 selon i'invention qu'll etait 
possible de cr§er artificiellement, dans des cellules de levure. un complexe 
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proteique possedant Factivite ubiquitine ligase et la specificite de 
reconnaissance du complexe SCF^"^'"^'^ qui est produit naturellennent dans les 
cellules humaines. Ainsi, selon Tinvention, on a reconstitue, dans des cellules 
de levure, un complexe ubiquitine ligase artificiel comprenant des proteines 

5 de levure auxquelles est associee la proteins humaine j3-TrCP. En particulier, 
on a montre que la proteins hunnaine p-TrCP , lorsqu'elle est artificiellement 
exprimee dans les cellules de levure, s'associe a la proteine Skp1 de levure, 
laquelle proteine Skp1 de levure est contenue dans un complexe proteique 
ubiquitine ligase de levure. Amsi. dans une cellule de levure dans laquelle on 

10 insere une cassette d'expression codant la proteine humaine p-TrCP, la 
proteine p-TrCP s'associe au complexe proteique SCF de levure qui 
comprend (i) un coeur catalytique constitue de {'association des proteines 
Skp1, Cdc53 et Hrt1, ledit c<Bur catalytique etant lui-meme associe a 
Tenzyme E2 Cdc34. On a montre que ce complexe proteique hybride 

15 levure/homme est capable de mimer, dans des cellules de levure, Tactivite 
ubiquitine ligase exercee dans des cellules humaines par le complexe SCF^" 
humain naturel. 

De maniere tout aussi surprenante, on a montre seion I'invention que, 
dans les cellules de levure, ce complexe proteique artificiel possedant 

20 Tactivite ubiquitine ligase du complexe SCF^^™^ humain n*est 
biologiquement actif que lorsque ce complexe artificiel est localise dans le 
noyau cellulaire. Au contraire, dans les cellules humaines, le complexe SCF^" 
^^^^ naturel exerce son activite biologique dans le cytoplasme des cellules 
humaines, compartiment cellulaire dans lequel il realise I'ubiquitination d'une 

25 seconde proteine egalement localisee dans le cytoplasme, le facteur iKBa. 
On a aussi montre selon I'invention que le complexe artificiel ubiquitine ligase 
qui a ete mis au point n'est actif, dans le processus de degradation du 
facteur iKBa, que lorsque le facteur iKBaest co-localise dans le noyau avec 
ledit complexe artificiel ubiquitine ligase. 

30 Ainsi, on a montre selon Tinvention que, dans des cellules de levure, 

le complexe proteique artificiel ubiquitine ligase comprenant la proteine 
humaine p-TrOP est capable de realiser Tublquitination du facteur \xBa 
humain, lorsque la proteine p-TrCP et le facteur IxBa sont artificiellement 
exprimes dans le noyau cellulaire. 
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Enfin, on a egalement montre que, dans des cellules de levure, 
I'ubiquitination du facteur iKBa par le connplexe ubiqultine figase artificiel 
nouveau, bien que cette ubiquitinatlon soit reallsee dans le noyau de la 
cellule, et non dans le cytoplasme cellulaire, provoque neannnoins ia 
5 degradation du facteur iKBa ubiquitine par le proteasome. 

L'ensemble des r^sultats surprenants ci-dessus a permis au 
demandeur de mettre au point un precede de criblage d'agents capables de 
moduler la degradation du facteur iKBa dans les cellules de levure, en 
presence d'un complexe ubiquitine ligase artificiel mimant Tactivite biologique 
10 du complexe ubiquitine ligase humain SCF^"^''^^ natureL 

Linvention a pour objet un procede pour le criblage in vitro d'agents 
modulant Tubiquitination de la proteine hcBa par un complexe proteique 
fonctionnel ubiquitine ligase comprenant la proteine p-TrCP, ledit procede 
comprenant les etapes suivantes : 
15 (a) mettre en contact un agent candidat a tester avec des cellules de 
levure recombinantes qui exprlment dans leur noyau : 

(1) une proteine de fusion comprenant le polypeptide licBa et au moins 
une premiere proteine detectable ; et 
(ii) une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP ; 
20 (b) quantifier ladite premiere proteine detectable dans fes cellules de 
levure, a la fin d'au moins une periode de temps predeterminee apres la 
mise en contact de Tagent candidat avec lesdites cellules ; 
(c) comparer la valeur obtenue a Tetape (b) avec une valeur temoin 
obtenue lorsque I'etape (a) est realisee en I'absence de Pagent candidat. 

25 Le procede ci-dessus permet a Thomme du metier de determiner si un 

agent a tester est capable de modifier la vitesse de degradation, ou le degre 
de degradation, du facteur iKBa par le proteasome, dans les cellules de 
levure exprimant a la fois la proteine p-TrCP et le facteur I^Ba humains. 

Le procede de criblage in vitro ci-dessus, du fait qu'il met en oeuvre un 
30 systeme d'ubiquitination artificiel humanise dans des cellules de levure, 
permet un criblage d'agents qui agissent de maniere specifique sur Pactivite 
des seules proteines humaines exprimees dans ces cellules. 

De plus, grace au procede ci-dessus, on a mis au point un test 
physiologique de criblage d'agents actifs sur la voie ubiquitine ligase, en 
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construisant chez la levure une voie metabolique de degradation proteique 
mimant la voie de degradation par le proteasome du facteur iKBa humain. 
Ainsi, du point de vue de la voie metabolique de degradation des proteines 
qui est visee, le precede de invention est realise dans des conditions 
5 physiologiques tres proches des conditions physiologiques de degradation 
des proteines par le proteasonne humain. 

Grace au precede ci-dessus, on peut identifier les agents capables 
d'inhiber la vitesse ou le degre de degradation du facteur licBa par le 
proteasome des cellules de levure. De tels agents inhibiteurs, identifies grace 

10 au precede de ['invention, du fait qu'ils vont Inhiber egalement la degradation 
du facteur iKfia dans les cellule humaines, constituent des agents d'int6r§t 
therapeutique susceptibles d'inhiber ou de bloquer la translocation du facteur 
NF-kB dans le noyau cellulaire et, en consequence, inhiber ou bloquer 
I'activation, par NF-kB, de divers genes impliques dans I'Infiammation, des 

15 pathologies d'auto-immunite ou encore des cancers. 

Ainsi, le precede de criblage in vitro ci-dessus peut comprendre une 
etape additionnelle (d) qui consiste a selectionner positivement les agents 
candidats inhibiteurs pour lesquels la quantite de proteine detectable 
mesuree a I'etape (b) est inferleure a la valeur temoin de comparaison. 

20 Le precede de invention permet aussi d'identifier des agents 

capables d'augmenter la vitesse ou le degre de degradation du facteur kBa 
par le proteasome des cellules de levure. De tels agents activateurs sont 
susceptibles d'induire ou d'augmenter la translocation du facteur NF-kB dans 
le noyau cellulaire et, en consequence, d'induire ou d'augmenter I'activation, 

25 par NF-kB, de divers genes impliques dans I'inflammation, des pathologies 
d'auto-immunit6 ou des cancers. Ainsi, selon ce second aspect, le proc6de 
de criblage in vitro de I'invention permet de crlbler des agents pro- 
inflammatoires. Certains des agents pro-inflammatoires s§lectlonn§s selon le 
precede sont susceptibles de revetir un interet therapeutique lorsqu'lls sont 

30 utilises a faible dose ou lorsqu'ils sont administres pendant une courte durie, 
par example en tant qu'agents inducteurs d'une reponse immune precoce, 
telle que I'induction d'une reaction de resistance non specifique a I'infection 
ou encore telle que I'activation des cellules presentatrices de I'antigene, pour 
rinitiation d'une reponse immunitaire specifique d'un antigene, qu'elle soit a 
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mediation humorale ou a mediation cellulaire. Certains autres agents pro- 
inflammatoires selectionnes selon le procede de criblage in vitro de 
rinvention peuvent consister en des principes actifs connus, notamment des 
prlncipes actifs de medicament, dont un effet pro-inflammatoire indesirable 
5 est identifie, et pour lesquels des precautions d'emploi particulieres vis-a-vis 
de la sante liumaine devront etre observees. 

Ainsi, selon un autre aspect, le procede de criblage selon [Invention 
peut comprendre une etape additlonnelle (d) qui consiste a selectionner 
positivement les agents candidats activateurs, pour lesquels la quantite de 
10 proteine detectable mesuree a I'etape (b) est superieure a la valeur temoin 
de comparaison. 

Ainsi, un agent qui « module » I'ubiquitination de la proteine p-TrCP 
consiste (i) en un agent qui augmente ou au contraire consiste (ii) en un 
agent qui inhibe ou bloque la degradation de la proteine p-TrCP qui est 
15 detectee a I'etape (b) du procede de criblage de Finvention, par rapport a une 
situation temoin de degradation de cette proteine, lorsque le procede est 
realise en I'absence de Tagent teste. 

Comme on I'aura compris, Tagent modulant Tubiquitination de la 
proteine p-TrCP peut etre de toute nature. Ledit agent peut etre tout 

20 compose organique ou mineral, et peut etre soit un agent d'origine naturelle, 
soit un agent produit, au moins en partie, par synthese chimique ou 
biologique. Ledit agent peut etre notamment un peptide ou proteine. Ledit 
agent englobe aussi toute molecule deja connue pour posseder un effet 
biologique, notamment un effet therapeutique, ou a Tinverse un effet toxique 

25 d§montre ou suspecte pour Torganisme. 

Dans le procede de rinvention, une fois que la proteine de fusion 
IicBa-proteine detectable est ubiquitinylee par le complexe SCF artificiel 
comprenant le polypeptide p-TrCP, ladite proteine de fusion subit une 
proteolyse qui est effectuee par le complexe multi-catalytique du 
30 proteasome. La quantification de la proteine detectable contenue dans la 
cellule de levure, a un instant donne, permet de determiner le degre de 
degradation de ladite proteine de fusion iKBa-proteine detectable, a cet 
instant donne. 
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Selon I'invention on a montre que la sensibilite du precede de criblage 
decrit ci-dessus est accrue lorsque, prealablement a la mise en contact des 
cellules de levure avec I'agent a tester, on favorise I'accumulation de la 
proteine cible de fusion iKBa-proteine detectable dans le noyau cellutaire. 

5 Ainsi, selon un premier mode de realisation prefere du precede ci- 

dessus, I'etape (a) comprend elle-meme ies etapes suivantes : 

(a1) cultiver Ies cellules de levure qui expriment dans leur noyau une 
proteine de fusion comprenant le polypeptide IkBu et au moins une 
premiere proteine detectable ; 
10 (a2) stopper ('expression de ladite proteine de fusion comprenant le 
polypeptide IxBa et au moins une premiere proteine detectable par Ies 
cellules de levure ; 

(aS) mettre en contact Ies cellules de levures obtenues i la fin de r§tape 
(a2) avec I'agent candidat a tester. 

15 L'arret de I'expression de la proteine de fusion IxBa-proteine 

detectable, a un moment choisi, peut etre facilement realise par I'homme du 
metier, en utilisant, pour transformer Ies cellules de levure, une cassette 
d'expression dans laquelle le polynucleotide codant ladite proteine de fusion 
est place sous le controle d'un promoteur fonctionnel dans Ies cellules de 

20 levure et dont I'activation, ou a I'inverse la repression, est indulte par un 
agent inducteur. De nombreux promoteurs inducibles actifs dans des 
cellules de levure sont connus par I'homme du metier, dont certains d'entre 
eux sont decrits plus loin dans la description, y compris dans Ies exemples. 

L'accumulation de la proteine de fusion iKBa-proteine detectable dans 
25 le noyau des cellules de levure, pendant I'etape (a1) du precede, permet 
I'obtention d'un fort signal de detection de la proteine detectable, au d^but du 
precede. Ces conditions de fort signal permettent de quanfrfier avec une 
grande sensibilite la proteine detectable pendant teute la dur§e du precede, 
au fur et a mesure de la degradation de la proteine de fusion iKBa-proteine 
30 detectable par le proteasome, apres qu'elle ait ete ubiquitinylee par le 
complexe SCF artificiel comprenant la proteine p-TrCP. De maniere 
evidente, plus le signal detectable de depart est fort, meilleure est la 
sensibilite des mesures tors de la mise en ceuvre du precede. 
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Selon un premier aspect du mode de realisation ci-dessus, les cellules 
de levure expriment la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP durant la 
totalite des etapes (a1), (a2) et (a3), 

Selon un second aspect du mode de realisation cl-dessus, les cellules 
5 de levure expriment la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP durant la 
totalite des etapes (a2) et (a3) et n'exprlment pas la proteine comprenant le 
polypeptide p-TrCP durant I'etape (a1). 

Selon ce second aspect, le controle de I'expression de la proteine 
comprenant le polypeptide p-TrCP est facilement realise, en utilisant, pour 

10 transformer les cellules de levure, une cassette d'expression dans laquelle le 
polynucleotide codant la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP est 
place sous le controle d'un promoteur fonctionnei dans les cellules de levure 
et dont I'activation, ou a I'inverse la repression, est induite par un agent 
inducteur. De nombreux promoteurs inducibles actifs dans des cellules de 

15 levure sont connus par I'homme du metier, dont certains d'entre eux sont 
decrits plus loin dans la description, y compris dans les exemples. De 
maniere tout a fait preferee, le promoteur inductible inclus dans la cassette 
d'expression codant la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP est 
distinct du promoteur inductible inclus dans la cassette d'expression codant 

20 la proteine de fusion hcBa-proteine detectable. Selon ce mode de realisation 
pi-§f§rentiel, on realise un controle separe respectivement (i) de Texpression 
de la proteine de fusion hcBa-proteine detectable et (ii) de I'expression de la 
proteine comprenant le polypeptide p-TrCP. 

Selon ce second aspect, la proteine de fusion hcBa-proteine 
25 detectable s'accumule dans le noyau des cellules de levure pendant Tetape 
(a1), en Tabsence de polypeptide p-TrCP, Puis, a I'etape (a2) la proteine de 
fusion hcBa-proteine detectable qui n'est plus produite est mise en presence, 
dans le noyau cellulaire, du complexe SCF artificie! qui comprend la proteine 
p-TrCP dont Texpression a ete induite. Dans ce mode de realisation du 
30 precede, on accumule d'abord la proteine de fusion cible comprenant iKBa, 
puis on exprime la proteine effectrice de Tubiquitination, a savoir la proteine 
comprenant le polypeptide p-TrCP, laquelle va initier le processus de 
degradation de la proteine de fusion licBa-proteine detectable. Et le 
processus de degradation de la proteine de fusion lKBa-prot6ine detectable, 
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qui peut etre module par Tagent a tester, est mesure a I'etape (b) du precede 
de criblage de rinvention. 

Selon un troisieme aspect du mode de realisation prefere du precede 
de criblage de Tinvention, les cellules de levure expriment la proteine 
5 comprenant ie polypeptide p-TrCP durant la totalite des etapes (a2) et (a3), 
et 

(!) n'expriment pas la proteine comprenant Ie polypeptide p-TrCP pendant 
une duree predeterminee, au debut de I'etape (a1) ; 
(il) expriment la proteine comprenant Ie polypeptide p-TrCP pendant la 
10 duree restante de I'etape (a1). 

Selon ce troisieme aspect egalement, la proteine de fusion IxBa- 
proteine detectable est exprimee durant la totalite de I'etape (a1) du precede, 
et Texpression de ladite proteine de fusion est stoppee a Fetape (a2) du 
precede. 

15 Selon ce troisieme aspect, on active Texpression de la proteine 

comprenant Ie polypeptide p-TrCP a un moment choisi pendant la duree de 
Tetape (a1). Dans ces conditions, dans la partie (ii) de I'etape {a1), la 
proteine de fusion hcBa-proteine detectable et la proteine comprenant Ie 
polypeptide p-TrCP sent simultanement exprimees dans les cellules de 

20 levure. 

Selon ce troisieme aspect, la proteine de fusion iKBa-proteine 
detectable s'accumule en grande quantite dans Ie noyau des cellules de 
levure durant la totalite de Tetape (a1) et la proteine effectrice comprenant Ie 
polypeptide p-TrCP est exprimee precocement au cours de Tetape (a1) et 

25 continue de s'accumuler durant ies etapes (a2) et (a3) pendant lesquelles la 
proteine de fusion cible n'est plus synthetisee. Dans ces conditions, du fait 
de la grande quantite de Ie proteine effectrice comprenant Ie polypeptide p- 
TrCP accumulee dans Ie noyau des cellules de levure, on favorise un haut 
niveau de reaction d'ubiquitination de la proteine de fusion cible et done 

30 aussi une forte activite de degradation de la proteine de fusion cible par Ie 
proteasome, ce qui accroTt considerablement la sensibilite du precede de 
criblage, lorsqu'on teste des agents candidats potentiellement inhibiteurs de 
Tubiquitination du polypeptide iKBa. 




Pr§ferentielfernent, selon ce troisieme aspect du procede de 
i'invention, pendant I'etape (a1), Texpression de la protefne de fusion iKBa- 
proteine detectable est activ§e pendant une duree T1 connprise entre 0,25 
heure et 10 heures, nnieux entre 0,5 heure et 6 heures, et encore mieux entre 
5 1 heure et 4 heures. 

Puis, a un instant t2 determine, situe pendant la duree T1 , on active 
Texpression de la proteine effectrice comprenant le polypeptide p-TrCP. 
Preferentiellement, Tinstant t2 est situe entre [T1 - 8 heures] et [71 - 0,1 
heure], mieux entre [71-5 heures] et [T1 - 0,25 heure], et encore mieux 
10 entre [T1 - 3 heures] et [T1 - 0,5 heure], Tinstant t2 etant, par definition, 
choisi a I'interieur des limites de la duree T1 prealablement selectionnee. 

Puis, a la fin de la periode de temps T1 , c'est a dire au debut de 
Tetape (a2), on stoppe I'expression de la proteine de fusion licBa-proteine 
detectable. A partir de cet instant, seule I'expression de la proteine effectrice 
15 comprenant ie polypeptide p-TrCP est maintenue activee dans les cellules de 
levure, et ce pour la totalite de la duree restante du procede de criblage, c'est 
a dire jusqu'a la fm du procede. 

Description des modes de realisation preferes du procede de criblaae 

Les modes de realisation preferes du procede de criblage de* 
20 I'invention sont decrits ci-dessous, notamment en relation avec la description 
des aspects fonctionnels et structurels des divers moyens permettant la mise 
en CBUvre dudit procede. 

De maniere generale, la proteine detectable qui est comprise dans la 
proteine de fusion iKBa-proteine detectable peut etre de toute nature, des 

25 lors que sa presence, peut etre specifiquement detectee dans les cellules de 
levure avant sa proteolyse, et que ia presence de formes proteolysees de la 
proteine detectable, notamment de fragments peptidiques produits par 
proteolyse de ladite proteine detectable, ne sont pas detectees par le moyen 
de detection specifique qui est choisi, 

30 Comme cefa se comprend aisement, Tactivite ubiquftine ligase du 

complexe proteique artificiel comprenant la proteine p-TrCP est suivie, selon 
le procede de Tinvention, en mesurant son effet sur la stabilite de la proteine 
de fusion hcBa-proteine detectable. L'ajout de chaTnes de poly-ubiquitine sur 
le facteur IxBa, par le complexe SCF artificiel homme/levure, entrame la 
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reconnaissance du facteur IkBa ubiquitine par fe proteasome et sa 
degradation rapide par ce dernier. Grace a I'expression dans les cellules de 
levure du facteur iKBa sous forme de proteine fusion, la degradation de la 
protelne fusion contenant iKBa peut etre suivie en temps reel, par detection 
5 de la protiine detectable non proteolysee. Selon la nature de la proteine 
detectable fusionn§e a IkBu, la degradation de la proteine fusion peut etre 
suivie par des techniques connues en soi, notamment des techniques de 
mesure de fluorescence a I'aide, soit d'un cytonnetre de flux, soit d'un lecteur 
de nnicroplaques, soit d'un fluorimMre, soit gr§ce ^ un microscope a 

10 fluorescence, ou encore par des techniques colorimetriques, enzymatiques 
ou immunologiques. A titre illustratif, la proteine detectable peut etre cholsie 
parmi un antigene, une proteine fluorescente ou une proteine ayant une 
activite enzymatique. 

Lorsque la proteine detectable consiste en un antigene, elle peut etre 

15 tout type d'antigene, des lors que des anticorps specifiques de cet antigene 
sont deja accessibles ou, alternativement, peuvent §tre prepares, selon toute 
technique d'obtention d'anticorps, notamment d'anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux, blen connues de I'homme du metier. Preferentiellement, dans 
ce cas, la proteine detectable consiste en un antigene de faible taille, qui 

20 n'est pas susceptible d'interferer avec la reconnaissance du facteur IxBa par 
le polypeptide p-TrCP. Ainsi, preferentiellement, on utilise, comme antigene, 
un peptide ayant une chaTne de 7 a 100 acides amines de longueur, mieux 
de 7 a 50 acides amines de longueur, et encore mieux de 7 a 30 acides 
amines de longueur, par exemple 10 acides amines de longueur. A titre 

25 illustratif, on peut utiiiser I'antigene HA de sequence [NH2-YPYDVPDYA- 
COOH] SEQ ID N" 17, ou encore un antigene FLAG de sequence [NH2- 
DYKDDDDK-COOH] SEQ ID N°18 (monomere FLAG) ou de sequence [NH2- 
MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK-COOH] SEQ ID N° 19 (trimere FLAG) 
Dans ce cas, on utilise, pour quantifier la proteine detectable a I'etape (b) du 

30 precede, un anticorps qui reconnaTt specifiquement I'antigene compris dans 
la proteine de fusion, cet anticorps etant marque directement ou 
indirectement. La quantification est alors realisee par mesure du signal 
detectable produit par les complexes formes, dans les cellules de levure, 
entre I'anticorps marque et la proteine de fusion iKBa-antigene. Ainsi, a 

35 I'etape (b), lorsque la premiere proteine detectable est un antigene, on 



1 er depot 

13 



quantifie ladite premiere proteine detectable par detection des complexes 
formes entre ladite proteine et des anticorps la reconnaissant. 

Lorsque la proteine detectable consiste en une proteine a 
fluorescence intrinseque, elle est notamment choisie parmi la proteine GFP 

5 ou run de ses derives, la proteine YFP ou Tun de ses derives, et la proteine 
dsRED. Parmi les proteines derivees de la proteine GFP, on peut utiliser 
notamment Tune quelconque des proteines connues sous les noms 
GFPMutS, Venus, Sapphire etc. Une liste illustrative des proteines GFP 
susceptibles d'etre utiiisees dans ie precede de I'invention est presentee 

10 dans le Tableau 3, a la fin de la presente description. Dans ce cas, on 
quantifie la proteine detectable a Tetape (b) du precede par mesure du signal 
de fluorescence qui est emis par la proteine de fusion IxBa-proteine 
fluorescente a Vaide de tout dispositif adapte. Ainsi, a I'etape (b), lorsque la 
premiere proteine detectable est une proteine fluorescente, on quantifie 

15 ladite proteine detectable par une mesure du signal de fluorescence emis par 
ladite proteine. 

Lorsque la proteine detectable consiste en une proteine a activite 
enzymatique, ladite proteine detectable est choisie notamment parmi la 
luciferase et la p-lactamase. Dans ce cas, on quantifie la proteine detectable 

20 a Petape (b) du procede par mesure de ta quantite du ou des composes 
produits par la conversion du substrat par Tenzyme . Lorsque le produit de 
ractivite enzymatique est colore, la mesure peut etre realisee par 
colorimetrie. Lorsque le produit de Tactivite enzymatique est fluorescent, on 
mesure llntensite du signal de fluorescence qui est emis par ledit produit, a 

25 Taide de tout dispositif de mesure de la fluorescence adapte. Ainsi, a Tetape 
(b), lorsque la premiere proteine detectable est une proteine ayant une 
activite enzymatique, on quantifie ladite proteine detectable par une mesure 
de la quantite de substrat transforme par ladite proteine. 

Dans un mode de realisation particulier du procede de criblage selon 
30 I'invention, la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP consiste egalement 
en une proteine de fusion comprenant, outre le polypeptide j3-TrCP, 
egalement une proteine detectable. Dans ce mode de realisation particulier, 
on peut suivre dans le temps le niveau d'expression du polypeptide p-TrCP 
dans les cellules de levure, en detectant, et facultativement en quantifiant, la 
35 proteine detectable contenue dans la proteine comprenant le polypeptide p- 
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TrCP. Ce mode de realisation particulier est principalement mis en ceuvre 
lorsque I'on controle positivement ou negatlvement I'expression de la 
proteine comprenant le polypeptide p-TrCP, aux differentes sous-etapes de 
r^tape (a) du precede. La proteine detectable contenue dans le polypeptide 
5 comprenant le polypeptide p-TrCP est choisie parmi un antigene, une 
proteine fluorescente et une prot§ine ayant une activite enzymatique. 
Preferentiellement, la proteine detectable contenue dans la proteine 
comprenant le polypeptide p-TrCP est distincte de ia proteine detectable 
contenue dans la proteine de fusion iKBa-proteine detectable, ce qui permet 
10 de suivre separement I'expression du facteur iKBa et I'expression du 
polypeptide |3-TrCP dans les cellules de levure. 

Comme cela a deja ete precedemment dans la description, la 
degradation du polypeptide cible iKBa humain par le proteasome des cellules 
de levure est realisee uniquement lorsque la proteine de fusion I KBa-prot6lne 
15 detectable et la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP humain sont 
toutes les deux co-localisees dans le noyau des cellules de levure. 

En particulier, le demandeur a montre, comme cela est illustre dans 
les exemples, que le facteur iKBa est piiosplioryle sur le residu serine en 
position 32 exclusivement dans le noyau des cellules de levure, alors qu'il ne 
20 subit pas de pliosphoryiation dans le cytoplasme. A posteriori, I'evenement 
de phosphorylation du r§sidu serine en position 32 du facteur iKBa, dans les 
cellules de levure, permet d'expliquer, au moins partiellement, la raison pour 
laquelle, dans les cellules de levure, I'ubiquitination de ce facteur ne peut 
etre realisee que dans le noyau cellulaire. 

25 En consequence, pour r§aliser le precede de criblage de I'invention, 

on met en oeuvre tout moyen permettant la localisation nucleaire a la fols de 
ia proteine de fusion iKBa-proteine detectable et de la proteine comprenant 
le polypeptide p-TrCP. 

Preferentiellement, la proteine de fusion iKBa-proteine detectable et la 
30 proteine comprenant le polypeptide p-TrCP comprennent toutes les deux un 
peptide permettant de localiser ces deux proteines dans le noyau des 
cellules de levure. 

Ainsi, de maniere preferee, la proteine de fusion iKBa-proteine 
detectable et la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP comprennent 
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toutes les deux, dans leur sequence en acides amines, au moins un peptide 
de localisation nucleaire (« NLS ») qui est fonctionnel dans les cellules 
eucaryotes, et plus particulierement dans les cellules de levure. Chacune des 
proteines comprend, ind6pendamment Tune de I'autre, 1, 2, 3 ou 4 peptides 

5 de localisation nucleaire. Selon un autre aspect, chacune de ces proteines 
comprend, independamment I'une de I'autre de 1 a 4 copies d'un peptide de 
localisation nucleaire. 

Preferentiellement, le ou les peptide(s) de localisation nucleaire sont 
choisis parmi les peptides suivants : 

10 - le peptide NLS d6riv6 du grand antigfene du virus SV40 ayant la 
sequence en acides amines SEQ ID N°24 ; 

- le peptide NLS de la nucleoplasmine ayant la sequence en acides 
amines SEQ ID H" 20 ; 

- un peptide NLS du represseur alpha 2 de levure choisi pamii les 
15 sequences SEQ ID N° 21 et SEQ ID H" 22 ; 

- un peptide NLS de la proteine Gal4 de levure ayant la sequence en 
acides amines SEQ ID N" 23. 

Dans les exemples, la proteine de fusion iKBa-proteine detectable et 
la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP comprennent toutes les deux 
20 le peptide de localisation nucleaire de sequence SEQ ID N''24. 

De preference, le polypeptide de fusion IkBa-proteine detectable 
consiste en une chaTne d'acides amines qui comprend, de I'extremite NHa- 
terminale vers I'extremite COOH-terminale, respectivement (i) la sequence 
de la proteine detectable, (ii) la sequence NLS de localisation nucleaire et (ill) 
25 la sequence de IkBa. 

Tout d'abord, dans le polypeptide fusion, la sequence de la GFP et la 
sequence NLS peuvent etre tiees directement entre elles, par une liaison 
peptidique. Egaiement, la sequence NLS et la sequence de IkBa peuvent 
etre liees directement entre eiles, par une liaison peptidique. 
30 Selon un autre aspect, la sequence de GFP et la sequence NLS 

peuvent etre separees, dans la sequence du polypeptide de fusion, par un 
premier peptide espaceur. 
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Selon encore un autre aspect, la sequence NLS et la sequence de 
IkBa peuvent etre separees, dans la sequence du polypeptide de fusion, par 
un second peptide espaceur. 

Avantageusement, ie ou les peptide(s) espaceur(s), lorsqu'il est (sont) 
5 pr6sent(s), a (ont) une taille allant de 1 a 30 acides amines, 
preferentleliennent de 1 a 15 acides annln§s, et de manl§re tout S fait preferee 
de 2 a 10 acides amines de longueur. 

Selon un mode de realisation prefere, la proteine comprenant Ie 
polypeptide iKBa conslste en la proteine de sequence en acides amines 

10 SEQ ID N°2, qui peut etre codee par I'acide nucleique de sequence SEQ ID 
N°1. La proteine de sequence SEQ ID N° 2 conslste, de I'extremite NHa- 
terminaie vers I'extremite COOH-terminale, respectivement en (i) la 
sequence de la proteine detectable GFP(yEGFP3) allant de I'acide amine en 
position 1 jusqu'^ I'acide amine en position 240, (ii) un premier peptide 

15 espaceur allant de I'acide amine en position 241 jusqu'a I'acide amine en 
position 243. (Hi) Ie peptide NLS du grand antigene T de SV40 allant de 
I'acide amine en position 244 jusqu'a I'acide amin§ en position 250, (iv) un 
second peptide espaceur allant de I'acide amin6 en position 251 jusqu'a 
I'acide amine en position 255 et (v) Ie polypeptide iKBa allant de I'acide 

20 amine en position 256 jusqu'a I'acide amine en position 572. L'acide 
nucleique de sequence SEQ ID N°1 conslste, de I'extremite 5' vers 
I'extremite 3', respectivement en (!) la sequence codant la proteine 
detectable GFP(yEGFP3) allant du nucleotide en position 1 jusqu'au 
nucleotide en position 714, (ii) la sequence codant un premier peptide 

25 espaceur allant du nucleotide en position 71 5 jusqu'au nucleotide en position 
729, (iii) la sequence codant Ie peptide NLS du grand antigene T de SV40 
allant du nucleotide en position 730 jusqu'au nucleotide en position 750, (iv) 
la sequence codant un second peptide espaceur allant du nucleotide en 
position 751 jusqu'au nucleotide en position 765 et (v) la sequence codant Ie 

30 polypeptide iKBa allant du nucleotide en position 766 jusqu'au nucleotide en 
position 1719. 

Preferentiellement, la proteine comprenant le polypeptide pTrCP 
consiste en une chame d'acides amines qui comprend, de I'extremite NH2- 
terminale vers I'extremite COOH-terminale, respectivement (i) ia sequence 
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d'une seconde proteins detectable, (ii) la sequence NLS de localisation 
nucleaire, et (lii) la sequence de pTrCP. 

Selon un mode de realisation pr6f6r§, la proteine connprenant le 
polypeptide p-TrCP consiste en la proteine de sequence en acides amines 
5 SEQ ID N° 4, qui est codee par I'aclde nucleique de sequence SEQ ID N°3. 
La proteine de sequence SEQ ID 4 consiste, de I'extremite NHz-terminale 
vers Textremite COOH-terminale, respectivement en (i) la sequence de la 
proteine detectable GFP(yEGFP3) allant de I'acide amine en position 1 
jusqu'a I'acide amine en position 240, (ii) un premier peptide espaceur allant 
10 de I'acide amine en position 241 jusqu'a I'acide amine en position 243, (iii) le 
peptide HLS du grand antigene T de SV40 allant de I'acide amine en position 
244 jusqu'a I'acide amin§ en position 250, (iv) un second peptide espaceur 
allant de I'acide amine en position 251 jusqu'^ I'acide amine en position 255 
et (v) le polypeptide p-TrCP allant de I'acide amin§ en position 256 jusqu'^ 
15 I'acide amine en position 860. L'acide nucleique de sequence SEQ ID WZ 
consiste. de I'extremite 5' vers I'extremite 3', respectivement en (i) la 
sequence codant la proteine detectable GFP(yEGFP3) allant du nucleotide 
en position 1 jusqu'au nucleotide en position 714, (ii) la sequence codant un 
premier peptide espaceur allant du nucleotide en position 715 jusqu'au 
20 nucleotide en position 729, (iii) la sequence codant le peptide NLS du grand 
antigene T de SV40 allant du nucleotide en position 730 jusqu'au nucleotide 
en position 750, (iv) la sequence codant un second peptide espaceur allant 
du nucleotide en position 751 jusqu'au nucleotide en position 765 et (v) la 
sequence codant le polypeptide p-TrCP allant du nucleotide en position 766 
25 jusqu'au nucleotide en position 2538. 

Selon encore un autre aspect, le precede de criblage selon I'invention 
est caracterise en ce que les cellules de levure recombinantes sont 
transformees avec : 

(1) un premier polynucleotide qui comprend (a) un cadre de lecture 
30 ouvert codant (i) la proteine de fusion comprenant le polypeptide iKBa, 

(ii) une sequence de localisation nucleaire et (iii) une premiere proteine 
detectable, et (b) une sequence regulatrice fonctionnelle dans des 
cellules de levure qui dirige I'expression dudit cadre de lecture ouvert; 
et 
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(2) un second polynucleotide qui comprend (a) un cadre de lecture 
ouvert codant (i) une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP, 
(ii)une sequence de localisation nucleaire, et (iii) une sequence 
regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige 
5 Texpression dudit cadre de lecture ouvert; 

Le polynucleotide (1) ci-dessus peut conslster en Tacide nucleique de 
sequence SEQ ID N^'l. 

Le polynucleotide (2) ci-dessus peut consister en Tacide nucleique de 
sequence SEQ ID N^3. 

10 Acides nucleiaues. vecteurs d'exotession et cellules de levure 
transformees preferes selon rinvention. 

On synthetise selon Tinvention des acides nucleiques, lesquels, 
lorsqu'fls sont introduits dans des cellules de levure, provoquent Texpression 
respectivement de la proteine de fusion iKBa-proteine detectable et de la 

15 proteine comprenant le polypeptide p-TrCP dans ces cellules, et plus 
particulierement dans le noyau des cellules de levure. 

Tout d'abord, chacun des acides nucleiques synthetises comprend 
une sequence codante, qui est aussi designee « cadre de lecture ouvert » ou 
« ORF ». qui code la proteine d'interet, respectivement soit la proteine de 

20 fusion iKBa-proteine detectable, soit la proteine comprenant le polypeptide 
TrCP, ladite proteine d'interet comprenant aussi dans sa sequence au moins 
la sequence d'un peptide de localisation nucleaire. Des exemples illustratifs 
des acides nucleiques selon {'invention sont les acides nucleiques de 
sequence SEQ ID N"1 et SEQ ID N"3, dont la structure a ete decrite 

25 precedemment dans la description. 

Chacun des acides nucleiques comprend aussi une sequence 
regulatrice comprenant un promoteur fonctionnel dans les cellules de levure. 

Selon un premier mode de realisation prefere, le promoteur 
fonctionnel dans les cellules de levure consiste en un promoteur constitutif 

30 qui peut etre choisi parmi les promoteurs PGK1, ADH1, TDH3, LEU2ei 
TEF1, 

Preferentiellement, dans le but de controler precisement les periodes 
durant lesquelles sont exprimees respectivement la proteine de fusion iKBa- 
proteine detectable et ia proteine comprenant le polypeptide p-TrCP, chacun 
35 des acides nucleiques comprend, en tant que promoteur, un promoteur dit 
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« inductible », c'est a dire un promoteur fonctionnel dans les cellules de 
levure et qui est sensible a I'action d'un agent inducteur. On peut utiliser un 
promoteur lequei, lorsque Tagent inducteur est ajoute dans le milieu de 
culture des cellules de levure, active Texpression de la sequence codant la 

5 proteine d'interet placee sous son controle. On peut aussi utiliser un 
promoteur lequel, lorsque Tagent inducteur est ajout§ dans le milieu de 
culture des cellules de levure, reprime ou bloque Texpression de la sequence 
codant la proteine d'interet placee sous son controle. 

Ainsi, selon un second mode de realisation prefere d'un promoteur, le 

10 promoteur inductible qui est contenu dans ies acides nucleiques de 
rinvention est choisi parmi CUPI, GAL1, MET3, MET25, MET28, SAM4 et 
PH05, 

Dans un mode de realisation prefere, Tacide nucleique ou le 
polynucleotide qui code la proteine de fusion hcBa-proteine detectable 

15 comprend la sequence regulatrice GAL1, qui active Texpression du cadre de 
lecture ouvert codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide le 
polypeptide hcBa en presence de glucose. 

Ainsi, dans un mode de realisation avantageux du precede de criblage 
de invention, Texpression de la proteine fusion comprenant le facteur iKBa 

20 est realisee de maniere temporaire durant Tessai de criblage. Apres avoir ete 
induite durant un temps fixe pouvant varier de 20 minutes a 24 lieures, 
Texpression de la proteine contenant iKBaest specifiquement stoppee (dans 
une experience connue par Thomme du metier sous le nom de « promoter 
shut off ») avant d'exposer Ies cellules aux molecules devant etre criblees. 

25 Get arret de I'expression est obtenu par Taddition (ou la suppression) dans le 
milieu de culture d'une molecule pouvant reprimer Tactlvite du promoteur 
controlant Texpresslon de la proteine tripartite contenant iKBa, 

Ainsi, lorsque la proteine de fusion IxBa-proteine detectable est 
exprimee sous le controle du promoteur du gene GAL1, alors I'expression de 

30 ce promoteur est reprimee en ajoutant du glucose a la concentration finale 
de 2 % dans ie milieu de culture. L'arret de la neo-synthese de la proteine de 
fusion comprenant iKBa permet de mesurer sa stabilite en temps reel, en 
determinant par exemple la fluorescence des cellules de levure au cours du 
temps apres Tarret de synthese, dans le mode de realisation dans lequel 
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« inductible », c'est a dire un promoteur fonctionnel dans les cellules de 
levure et qui est sensible a Taction d'un agent inducteur. On peut utiliser un 
promoteur lequel, lorsque I'agent inducteur est ajoute dans ie milieu de 
culture des cellules de levure, active Texpression de la sequence codant la 
5 proteine d'lnteret placee sous son controle. On peut aussi utiliser un 
promoteur lequel, lorsque Tagent inducteur est ajoute dans le milieu de 
culture des cellules de levure, reprime ou bloque I'expression de la sequence 
codant la proteine d'interet placee sous son contr6le. 

Ainsi, selon un second mode de realisation prefere d*un promoteur, le 
10 promoteur inductible qui est contenu dans les acides nucl6iques de 
['invention est choisi parmi CUPt GAL1, MET3, MET25, MET28, SAM4 et 
PH05. 

Dans un mode de realisation prefere, Tacide nucleique ou le 
polynucleotide qui code la proteine de fusion hcBa-proteine detectable 

15 comprend la sequence regulatrice GAL1, qui active Texpression du cadre de 
lecture ouvert codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide le 
polypeptide iKBa en presence de galactose- 

Ainsl, dans un mode de realisation avantageux du procede de cribiage 
de invention, ['expression de la proteine fusion comprenant le facteur hcBa 

20 est realisee de maniere temporaire durant Tessai de cribiage. Apres avoir ete 
induite durant un temps fixe pouvant varier de 20 minutes a 24 heures, 
Texpression de la proteine contenant iKBa est specifiquement stoppee (dans 
une experience connue par Thomme du metier sous le nom de « promoter 
shut off ») avant d'exposer les cellules aux molecules devant etre criblees. 

25 Get arret de I'expression est obtenu par Taddition (ou la suppression) dans le 
milieu de culture d'une molecule pouvant reprimer Tactivite du promoteur 
contrdlant Texpression de \a proteine tripartite contenant iKBa. 

Ainsi, lorsque la proteine de fusion iKBa-proteine detectable est 
exprimee sous le controle du promoteur du gene GAL1, aiors Texpression de 

30 ce promoteur est reprimee en ajoutant du glucose a la concentration finale 
de 2 % dans le milieu de culture. L'arret de la neo-synthese de la proteine de 
fusion comprenant kBa permet de mesurer sa stabilite en temps reel, en 
determinant par exemple la fluorescence des cellules de levure au cours du 
temps apres Tarret de synthase, dans le mode de realisation dans lequel 
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ladite proteine de fusion contient une proteine detectable a fluorescence 
intrinseque, comme la GFP ou une proteine derivee de !a GFP. 

Dans un autre mode particulierement avantageux du precede de 
criblage selon Tinvention, Texpression temporaire de la proteine fusion 

5 connprenant le facteur IxBa est associ§e a une expression egalement 
tennporaire de la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP. Dans ce mode 
de realisation, la proteine de fusion comprenant le polypeptide IxBaest 
exprimee pendant la periode de temps T1 choisie, par exemple en utilisant 
des cellules de levure qui expriment la proteine de fusion comprenant le 

10 polypeptide iKBasous le controle du promoteur GAL1 et qui sont cultivees 
en presence de 0, 5 a 4 % de galactose pendant la duree T1. A Tinstant t2, 
I'expression de la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP est induite. 
Cette induction est par exemple obtenue, chez des cellules exprlmant ia 
proteine contenant p-TrCP sous le controle du promoteur du gene CUP1, en 

15 ajoutant dans le milieu de culture une concentration de sulfate de cuivre 
comprise entre 0.05 mM et 5 mM. A la fin de la periode de temps T1, 
I'expression de la proteine de fusion comprenant IxBa est stoppee en 
ajoutant dans le milieu de culture du glucose a une concentration comprise 
entre 0.5 et 2 %. Cat ajout de glucose n'a pas d'effet sur Texpression de la 

20 proteine comprenant p-TrCP a partir du promoteur du gene CUP1. Ainsi 
dans ce mode de mise ceuvre du procede, Taccumulation de Fubiquitine 
ligase comprenant p-TrCP est poursuivie, alors que la neo~synthese de la 
proteine de fusion comprenant iKBa est stoppee. 

Ainsi, dans un mode de realisation particulier du precede de criblage 

25 selon Trnvention, Taclde nucleique ou le polynucleotide qui code la proteine 
comprenant le polypeptide p-TrCP comprend !a sequence regulatrice CUP1, 
qui active I'expression du cadre de lecture ouvert codant une proteine 
comprenant le polypeptide p-TrCP en presence de sulfate de cuivre. 

Ainsi, rinvention a aussi pour objet une cassette d'expression 

30 fonctionnelle dans les cellules de levure comprenant un polynucleotide 
codant qui comprend un cadre de lecture ouvert codant la proteine de fusion 
comprenant le polypeptide le polypeptide iKBa et au moins une premiere 
proteine detectable, et une sequence regulatrice fonctionnelle dans des 
cellules de levure qui dirige I'expression dudit cadre de lecture ouvert. 
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Une telle cassette d'expression peut notamment consister en I'acide 
nucleique de sequence SEQ ID N'^l selon invention, qui code la proteine de 
fusion GFP-NLS-lKBa de sequence SEQ ID N"2. 

L'invention concerne aussi une cassette d'expression fonctionnelle 
5 dans les cellules de levure comprenant un polynucleotide qui comprend un 
cadre de lecture ouvert codant une proteine comprenant le polypeptide p- 
TrCP et une sequence regulatrice fonctionnelle dans des cellules de l,evure 
qui dirige ['expression dudit cadre de lecture ouvert. 

Une telle cassette d'expression peut notamment comprendre Tacide 
10 nucleique de sequence SEQ ID N^'S selon I'invention. qui code la proteine 
de fusion GFP-NLS-pTrCP de sequence SEQ ID N"4. 

Selon un premier mode de realisation prefere d'une telle 
cassette d'expression, la sequence regulatrice comprend un promoteur 
inductible fonctionnel dans les cellules de levure, tei qu'un promoteur choisi 
15 parmi les promoteurs PGK1, ADH1, TDH3, LEU2 et TEF1. 

Selon un second mode prefere d'une telle cassette d'expression, dans 
Tune ou I'autre des cassettes d'expression ci-dessus, ou dans les deux, la 
sequence regulatrice contenue dans ledit polynucleotide, la sequence 
regulatrice contenue dans le second polynucleotide, ou les deux sequences 
20 regulatrices, comprenne(nt) un promoteur fonctionnel dans les cellules de 
levure et qui est sensible a Faction d'un agent inducteur, qui est aussi appele 
promoteur inductible. 

De maniere tout a fait preferee, le promoteur inductible fonctionnel 
dans les cellules de levure est choisi parmi CUP1, GAL1, MET3, MET25, 
25 MET28, SAM4 et PH05. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du precede de 
criblage selon Tinvention, les cellules de levure sont transformees par (i) 
I'acide nucleique ou le polynucleotide comprenant la sequence codant la 
proteine de fusion iKBa-proteine detectable ainsi que par (ii) I'acide 
30 nucleique ou le polynucleotide codant la proteine comprenant le polypeptide 
P-TrCP, qui se presentent sous une forme non integree, par example sous la 
forme de vecteurs fonctionnels dans les cellules de levure et qui portent au 
moins une origine de replication fonctionnelle dans les cellules de levure. 

Dans encore une autre mode de realisation du precede de criblage 
35 selon I'invention, les cellules de levure recombinantes possedent I'acide 
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nucleique ou le polynucleotide comprenant la sequence codant la proteine de 
fusion iKBa-proteine detectable ainsi que Tacide nucleique ou le 
polynucleotide codant la proteine connprenant le polypeptide p-TrCP sous 
une forme integree dans leur g^nonne, comme cela est iilustre dans les 
5 exemples. 

De maniere generate, pour la mise en ceuvre du procede de criblage 
o de rinvention, il est avantageux d'utillser des cellules de levures qui 
possedent une bonne permeabilite membranaire, notamment une bonne 
permeabilite nnembranaire pour les agents a tester par le procede. 

10 Pour la mise en ceuvre du mode de realisation prefere du procede de 

cribiage de rinvention dans lequel Texpression des deux proteines d'tnteret 
est r6alis6e sous le contrSle de promoteurs inducibles, il est egalement 
avantageux d'utiliser des cellules de levures qui possedent une bonne 
permeabilite membranaire pour les composes Inducteurs vis-a-vis desquels 

15 lesdits promoteurs inductibles sont sensibles 

Ainsi. dans un autre mode de realisation prefere du procede de 
criblage de invention, on utilise des souches de levure dont le genome 
comprend une a plusieurs mutations qui augmentent la permeabilite aux 
produits a tester, telles que des mutations inactivant les genes PDR1 et 

20 PDR3, deux genes codant des facteurs transcriptionnels qui chez la levure 
controlent Texpression de transporteurs inseres dans la membrane 
plasmique (Vidal et al. 1999, Nourani et al, 1997). 

Preferentiellement, on utilise des souches de levure possedant le fond 
genetique de la souche W303 de la levure Saccharomyces cerevisiae decrite 

25 par Bailis et al. (1990), ou tout autre souche caracterisee de la dite levure 
Saccharomyces cerevisiae. 

La transformation des cellules de levure par de TADN exogene est 
preferentiellement en utilisant des techniques connues de Thomme du 
metier, notamment la technique decrite par SchiestI et al. (1989). Les 

30 constructions des differentes souches de levure ont ete realisees en 
employant des techniques de genetique (croisement, sporulation dissection 
des asques et analyse phenotypique des spores) connues et decrites 
notamment par Sherman et al. (1979) et les techniques de genetique inverse 
decrites notamment par Rothstein (1991). 
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Conformement a Tinvention, les levures sont transformees 
preferentiellement par des piasmides construits selon des techniques de 
biologie moleculaire classiques, notamment selon les protocoles decrits par 
Sambrook et al. (1989) et Ausubel et aL (1990-2004). 
5 Ainsi, un autre objet de Tinvention consiste en un vecteur d'expression 

caracterise en ce qu'il comprend une cassette d'expression telle que definie 
dans la presente description. 

Un premier vecteur conforme a {'invention est le vecteur pCSY226- 
NLS-lKBa qui est decrit dans les exemples, et qui a servi a la construction de 
10 la souche de levure CYS135 deposee a la Collection Nationale de Cultures 
de nnicroorganismes de I'lnstitut Pasteur de Paris sous le numero d'acces I- 
3187. 

Un second vecteur conforme a Tinvention est le vecteur pCSY226- 
NLS-p-TrCP qui est decrit dans les exemples, et qui a servi a la construction 
15 de la souche de levure CYS135 deposee a la Collection Nationale de 
Cultures de microorganismes de I'lnstitut Pasteur de Paris sous le numero 
d'acces 1-3187. 

La presente invention est egalement relative a une souche de levure 
recombinante comprenant, sous une forme integree dans son genome, 
20 (i) un premier polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 

codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide le polypeptide 
iKBa et au moins une premiere proteine detectable, et une sequence 
regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige 
Texpression dudit cadre de lecture ouvert; et 
25 (ii) un second polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 

codant une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP et une 
sequence regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige 
Texpression dudit cadre de lecture ouvert; 
En particulier, Tinvention est relative a une souche de levure 
30 recombinante conforme a la definition ci-dessus, qui consiste en la souche 
de levure CYS135 deposee a la Collection Nationale de Cultures de 
microorganismes de I'lnstitut Pasteur de Paris (CNCM) sous le numero 
d'acces 1-3187. 

L'invention concerne aussi une trousse ou kit pour le criblage d'agents 
35 modulant Tubiquitination de la proteine IkBa par un complexe proteique 
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fonctionnel ubiquitine ligase comprenant la proteine p-TrCP, caracterise en 
ce quMI comprend : 

(i) un premier vecteur d'expression comprenant une cassette 
d'expression codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide IkBa 

5 telle que definie ci-dessus ; et 

(ii) un second vecteur d'expression comprenant une cassette 
d'expression codant la proteine comprenant le polypeptide BTrCP telle que 
definie ci-dessus. 

Uinvention est aussi relative a une trousse ou kit pour le criblage 
10 d'agents modulant Tubiquitination de la proteine IkBa par un complexe 
proteique fonctionnel ubiquitine ligase comprenant la proteine jB-TrCP, 
caracterise en ce qu'ii comprend des cellules de ievures recombinantes 
comprenant sous une forme inseree dans leur genome, respectivement : 

(I) une cassette d'expression codant la proteine de fusion comprenant 
15 le polypeptide IkBa telle que definie ci-dessus ; et 

(ii) une cassette d'expression codant la proteine comprenant le 
polypeptide BTrCP telle que definie ci-dessus. 

Preferentiellement, la trousse ou kit ci-dessus comprend des cellules 
de ievures recombinantes de la souche de levure CYS 135 deposee a la 
20 CNCM sous le numero d'acces 11-3187, 

Le precede de criblage selon Finvention, permet de visualiser ractivite 
de I'ubiquitine ligase SCF^'^^*^^ vis a vis du facteur iKBa humain, substrat de 
la voie ubiquitine proteasome de degradation des proteines. Ce precede est 
particulierement avantageux pour cribler des molecules ou agents aptes a 
25 agir sur les pathologies liees a ['activation des facteurs NF-kB et aux 
dysfonctionnements de la voie NF-kB chez Thomme tels que les syndromes 
inflammatoires et immuns, certains cancers, certaines maladies comme la 
« reperfusion injury » et les infections fongiques, bacteriennes et virales. 

Les principaux avantages du precede de criblage de invention sont 
30 notamment les suivants : 

- la simplicite de mise en CBUvre: Tinduction de Tactivite de Tubiquitine 
ligase SCF^'^*^^^ vis -a-vis du facteur iKBaest realisee simplement grace a 
Texpression controlee des facteurs humains IxBa et p-TrCP dans les cellules 
de levure. De plus, lorsque le facteur IxBa est exprime en tant que proteine 
35 hybride en fusion avec une proteine a fluorescence Intrinseque, telle que la 
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GFP, Tactivite de Tubiquitine ligase SCF^"*^'^'^ artificielle vis-a-vis du facteur 
iKBa est directement mesuree par la quantification de la fluorescence emise 
par la proteine hybride. De meme lorsque le facteur IxBa est exprime en tant 
que proteine hybride en fusion avec une proteine telle que la luciferase, 
5 Tactivite de i'ubiquitine ligase SCFP""^""^^ artificielle vis-a-vis du facteur IxBa 
est directement mesuree par la quantification de la luminescence emise par 
la proteine hybride en presence d'un substrat comma la fluoresceine. 

- Tadequation avec un contexts th^rapeutique: Tactivit^ de Fubiquitine 
ligase SCF'^""'''^^^ artificielle vis-a-vis du facteur iKBa est suivie selon un test 

10 fonctionnel realise dans des cellules entieres. Le procede de criblage in vitro 
selon rinvention permet done de selectionner des mol6cules capables 
d'activer ou d'inhiber la degradation d'iKBa dans un contexte semblable a 
celui de leur usage therapeutique final. 

- la specificite: bien que realise in vitro dans la cellule, le procede de 
15 criblage selon rinvention est specifique, car il repose sur la co -expression, 

dans un organisme heterologue a Torganisme humain, des deux proteines 
humaines IkBu et p-TrCP. Les molecules selectionnees grace au procede de 
criblage de i'inivention seront specifiques de ce couple ubiquitine ligase 
p-TrCP / proteine substrat iKBa, et ne seront done pas des molecules 

20 selectionnees en raison, par example, de leur capacite a interferer avec Tune 
des nombreuses voies de signalisation induisant la degradation d'iKBa dans 
les cellules humaines. En effet, lors de la mise en oeuvre du procede de 
criblage selon rinvention, la degradation dMKBa, par Tintermediaire de 
Tubiquitine ligase SCF'^^^'^^^ artificielle, est induite par une vole metabolique 

25 tout a fait artificielle et totalement reproductible, comma par exemple, Tajout 
de glucose pour bloquer Tactivite du promoteur GAL1, lorsque iKBaest 
exprime sous le controle de ce promoteur. 

- la stabilite des souches de levure recombinantes: les techniques 
dMntegration dans un endroit choisr d'un chromosome de levure, et de 

30 remplacement cible de genes permettent la construction de souches de 
levures recombinantes exprimant les proteines humaines hybrides contenant 
solt iKBasoit p-TrCP a partir des chromosomes de la levure. Ces souches 
de levure recombinantes sont done genetiquement stables et peuvent etre 
multipliees et conservees indefiniment. 
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- la rapidite de croissance et de cribiage: la levure est un micro- 
organisme a croissance rapide et rendement eleve. En particulier, le precede 
de cribiage de Tinvention est preferentiellement realise en cultivant les 
cellules de levure dans un milieu de culture complet, dans lequel la 

5 croissance des cellules de levure est particulierement rapide et le rendement 
particulierement eleve, ce qui permet Tobtention d'une grande quantite de 
cellules de levure recomblnantes pour la realisation simultanee d'un nombre 
important de tests de cribiage. 

- le faible cout: la levure est un microorganisme dont la culture, le 
10 stockage et la caracterisation sent peu onereux, 

- rautomatisation du precede de cribiage de rinvention: la levure est 
un microorganisme dont la culture, realisee dans un faible volume de milieu, 
a temperature basse, en atmosphere classique, dans Pair, est tout 
particulierement adapte a rautomatisation (robotisation) des precedes de 

15 cribiage. 

Le precedes de cribiage selon invention sent utiles notamment pour 
selectionner et caracteriser des agents actifs tels que des agents anti- 
infiammatoires, anticancereux, anti-viraux, des agents centre des infections 

fongiques, bacteriennes ou virales. 
20 La presente invention est en outre illustree, sans pour autant etre 

limitee, par les figures et les exemples suivants. 

FIGURES 

La figure 1 illustre la possibilite pour les proteines Skp1 de levure et p-TrCP 
25 humaine d'interagir dans les cellules de levure. 

En abscisse : les plasmides presents dans les cellules de levure 
transformees ; En ordonnee, I'activite p-galactosidase, exprimee en 
nanomoles de substrat transforms par minute et par mg de proteines 
cellulaires. 

30 

La figure 2 illustre les localisations dans les cellules de levures des proteines 
humaines iKBaet p-TrCP selon qu^elles sent fusionnees ou non a une 
sequence NLS de SV40. 

Ligne superieure : cliches de microscopie a fluorescence de coloration de 
35 I'ADfs] des noyaux cellulaires avec le colorant Hoechst 333-42. 
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Ligne inferieure : cliches de microscopie a fluorescence permettant de 
localiser dans les cellules I'expression de la GFP. 

A : Cellules transformees par le vecteur GFP-NLS-p-TrCP ; B : cellules 
transform§es par le vecteur GFP-p-TrCP ; C : cellules transformee par le 
5 vecteur GFP-NLS-lKBa ; D : cellules transformees par le vecteur GFP- IkBu. 

La figure 3 illustre comment I'adressage de la prot§ine humaine iKBa dans 
le noyau des cellules de levure induit sa phosphorylation sur les sennes 32 et 
36. 

10 La figure represente un gel d'electrophorese des proteines cellulaires des 
souches de levure recombinantes CYS22 et CYS126, respectivement. 

La figure 4 illustre par une analyse au microscope d'epifluorescence, la 
degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa dans des cellules 
15 de levure lorsque celles-ci expriment 6galement la proteine fusion tripartite 
Flag-NLS-p-TrCP. 

Les figures 4A a 4D representent des cliches de microscopie par 
fluorescence : ligne superieure, coloration de I'ADN des noyaux cellulaires 
avec le colorant Hoechst 333-42 ; ligne inferieure, cliches de microscopie a 
20 fluorescence permettant de localiser dans les cellules I'expression de la 
GFP. 

Figure 4A : resultats obtenus avec la souche de levure recombinante 
CYS22 ; Figure 4B : resultats obtenus avec la souche de levure 
recombinante CYS61 . 
25 Figure 4C : resultats obtenus avec la souche de levure recombinante 
CYS126. 

Figure 4D : resultats obtenus avec la souche de levure recombinante 
CYS135. 

En ordonnees : les differents temps apres I'ajout de glucose dans les 
30 cultures cellulaires, exprimes en minutes. 

La fic|ure 5 illustre par une quantification de la fluorescence emise, la 
degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa dans des cellules 
de levure lorsque celles-ci expriment ou non la proteine fusion tripartite Flag- 
35 NLS-p-TrCP. 
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Les resultats sont illustres pour les souches de levure recombinantes 
CYS135, CYS126, CYS61 et CYS22, respectivement, qui sont indiquees par 
des encadres sur la figure. 

En abscisse : tennps ecoule apres ['addition de glucose dans les cultures 
5 cellulaires, exprime en minutes ; en ordonnee : moyenne de Tintensite du 
signal de fluorescence, exprimee en unites arbitraires de fluorescence. 

La figure 6 illustre par une analyse biochimique de type Western Blotting, la 
degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa dans des cellules 
10 de levure lorsque celles-ci expriment egaiement la proteine fusion tripartite 
Flag~NLS-P-TrCP. 

Cliches de gels dMmnnuno-empreinte (« Western blotting ») reveles avec des 
anticorps anti-GFP et des anticorps anti-peptide FLAG 
En abscisse : temps ecoule apres I'addition de glucose dans les cultures 
15 cellulaires, exprime en minutes. 

Les resultats sont iilustres pour les souches de levure recombinantes 
suivantes : CYS22 (Figure 6A), CYS61 (Figure 6B), CYS126 (Figure 6C) et 
CYS135 (Figure 6D). 

20 La figure 7 illustre par une analyse biochimique de type Western blotting, la 
degradation de la proteine fusion tripartite mutante GFP-NLS-lKBa[S3236A] 
dans laquelle les sites de phosphorylation Ser32 et Ser36 ont ete rempiaces 
par des residus Ala, mutations qui dans des cellules humaines rendent la 
proteine non-degradable. 

25 Cliches de gels d'immuno-empreinte (« Western blotting ») reveles avec des 
anticorps anti-GFP et des anticorps anti-peptide FLAG 
En abscisse : temps ecoule apres Taddition de glucose dans les cultures 
cellulaires, exprime en minutes. 

Les resultats sont illustres pour les souches de levure recombinantes 
30 suivantes : CYS138 (Figure 7A) et CYS139 (Figure 78). 

La figure 8 illustre par une analyse au microscope d'epifluorescence, la 
degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa[S3236A] dans des 
cellules de levure lorsque celles-ci expriment egaiement la proteine fusion 
35 tripartite Flag-NLS-p-TrCP. 



ler depot 



29 



Les figures 8A et 8B representent des cliches de microscopie a 
fluorescence : ligne superieure, coloration de TADN des noyaux cellulaires 
avec le colorant Hoechst 333-42 ; ligne inferieure, cliches de microscopie a 
fluorescence pernnettant de localiser dans les cellules I'expression de la 
5 GFP. 

Figure 8A : resultats obtenus avec la souche de levure recombinante 
CYS138 ; Figure 8B : resultats obtenus avec la souche de levure 
recombinante CYS1 39. 

En ordonnees : les differents temps apres Tajout de glucose dans les 
10 cultures cellulaires, exprimes en minutes. 

La figure 9 illustre par une quantification de la fluorescence emise, la 
degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBalSSZSSA] dans les 
souches de levure decrites ci~dessus. 
15 Les resultats sont illustres pour les souches de levure recombinantes 
CYS138 et CYS139, respectivement, qui sont indiquees par des encadres 
sur la figure. 

En abscisse : temps ecoule apres I'addition de glucose dans les cultures 
cellulaires, exprime en minutes ; en ordonnee : moyenne de Tintensite du 
20 signal de fluorescence, exprimee en unites arbitraires de fluorescence. 

EXEMPLES 

Exemples 1 a 3 : Construction des vecteurs recombinants selon 
^invention. 

25 A, MATERIEL ET METHODES PES EXEMPLES 1 A 3, 

Recapitulatif des sequences de polynucleotide utUisees 
La sequence de la proteine iKBa est celle decrite dans Strausberg et 

al. (PNAS (1999), 99(26) : 16899-16903). 

La sequence de la sous unite receptrice P-TrCP du complexe 
30 ubiquitine ligase SCF^""^'^^ est celle decrite dans Yaron et al. (Nature (1998) 
396(6711) : 590-594). 

La sequence du gene GFP d' Aequora victoria et de son produit la 
Green Fluorescent Protein mut3 dont la sequence est optimisee pour 
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Texpression en levures {yEGFP3) (designee ci-apres sous le terme GFP) est 
celle decrlte dans Cormack et al. (Gene (1996) 173 (1) : 33-38). 

La sequence de localisation nucleaire « NLS » du grand antigene T 
codee par le virus SV40 est la traduction de la sequence nucleique ; 
5 « 5' ACCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATT 3' » (SEQ ID N^25). 

La sequence du plasmide pRS306 est celle decrite dans Sikorski et 
Hieter (Genetics (1989) 122(1) : 19-27). 

La sequence du plasmide pRS304 est celle decrite dans Sikorski et 
Hieter (Genetics (1989) 122(1) : 19-27), 
10 La sequence du plasmide pRS314 est celle decrite dans Sikorski et 

Hieter (Genetics (1989) 122(1) : 19-27). 

La sequence du plasmide pRS316 est celle decrite dans Sikorski et 
Hieter (Genetics (1989) 122(1) : 19-27). 

La sequence du plasmide pSH 18-34 qui contient quatre operateurs 
15 LexA place en amont du gene LacZ est celle decrite par Hanes et Brent (Cell 
(1989), 57:1275-1293) 

La sequence du plasmide pLexSkp1-1, qui permet Texpression de la 
proteine Skpl de levure fusionnee a la proteine bacterlenne LexA, est celle 
decrite dans Patton et al. (Genes & Dev (1998), 12 :692-705) 
20 La sequence du plasmide pGADpTrCP, qui permet I'expression de la 

proteine humaine p-TrCP fusionnee au domaine activateur du facteur 
transoriptionnel GaI4 de levure est celle decrite dans Margottin et aL (Molec. 
Cell (1998), 1 :565-574), 

La sequence du promoteur du gene GAL1 de la levure S. cerevisiae 
25 utilise dans les descriptions qui suivent est celle decrite par Johnston et 
Davis (Mol. Cell. Biol. (1984) 4 (8) : 1440-1448). 

La sequence du promoteur du gene MET3 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celle decrite dans Cherest et al. 
(MoL Gen. Genet (1987) 210 (2) : 307-313), 
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La sequence du promoteur du gene MET28 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite dans Kuras et al. 
(EIVIBO J. (1996) 15(10) : 2519-2529). 

La sequence du promoteur du gene TEF1 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite par Schaaff- 
Gerstenschiager et al. (Eur. J. Biochem. (1993) 217 (1) : 487-492). 

La sequence du promoteur du gene SAI\44 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite par Thomas et al. (J. 
Biol. Chem. (2000) 275(52) : 40718-40724). 

La sequence du promoteur du gene MET25 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite dans Kerjan et al. 
(Nucleic Acids Res.(1986) 14(20) : 7861-7871). 

La sequence du promoteur du gene PH05 de la levure S. cerevisiae 
utilis§ dans les descriptions qui suivent est celie decrite par Feldmann et al. 
(EMBO J. (1994) 13(24) : 5795-5809). 

La sequence du promoteur du gene CUP1 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite par Karin et al. 
(PNAS (1984) 81(2) : 337-341). 

La sequence du promoteur du gene PGK1 de la levure S, cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie dicrite par Bolle et al. 
(Yeast (1992) 8(3) : 205-213). 

La sequence du promoteur du gene ADH1 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est ceile decrite par Bennetzen et 
Hall (J. Biol. Chem. (1982) 257(6) : 3018-3025). 

La sequence du promoteur du gene TDH3 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite par Arroyo et al. Non 
publi§ (1996) soumission directe au MIPS). 

La sequence du promoteur du gene LEU2 de la levure S. cerevisiae 
utilise dans les descriptions qui suivent est celie decrite par Rad et al. (Yeast 
(1991) 7(5) : 533-538). 
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A.2. Conventions utilisees 

Les descriptions sent faites en utilisant la nomenclature et les regies 
typographiques en usage dans la communaute des biologistes specialistes 
de la levure Saccharomyces cerevisiae. 
5 - le nom de la forme sauvage d*un gene est donne en majuscule 

italique ; exemple : GAL1, 

- le nom d'une forme mutante d'un gene est donne en minuscule 
italique, le numero d'ailele si il est connu est precise a la suite d'un 
tiret ; exemple cup1'1, 

10 - le nom d'un allele inactive d'un gene est donne en minuscule suivi de 

2 fois deux points suivi du nom du gene inactivant ex ppr1::TRP1 (dans 
cet exemple le gene inactive ppr1 a ete Interrompu par le gene actif 
TRP1), 

Alternativement, le nom d'un gene inactive peut etre donne par le 
15 symbole « delta » ; exemple gal4A. 

- le nom de la proteine est celui du gene qui la code est donne en 
minuscule, excepte la premiere lettre qui est en majuscule ex Gal4 
(aiternativement on peut utiliser le meme symbole suivi d'un p ; 
exemple Gal4p). 

20 

A.3. Remarques preHminaires concernant la construction des 
plasmides 

Uensemble des plasmides a ete construit par des techniques de 
biologie moleculaire classiques selon des protocoles decrits par Sambrook et 
25 aL (in Molecular Cloning. Laboratory Manual, 2"^ edition, (1989), Cold Spring 
Harbor, N. Y.) et Ausubel et al., ( in Current Protocols in Molecular Biology, 
(1990-2004), John Wiley and Sons Inc, N.Y.). Le clonage, la propagation et 
la production d'ADN plasmidiques ont ete realises dans la souche 
Escherichia coli DH10B. 

30 

EXEMPLE 1 : Construction des plasmides permettant Texpression chez 
la levure des proteines fusions GFP-lKBaet GFP-NLS-lKBa, 



Les plasmides suivants permettent rexpression chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae de derives de la proteine humaine iKBa fusionnes 
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a un variant de la Green Fluorescente Proteine (GFP) d'Aequora victoria, 
Selon le plasmide construit, las proteines fusions construites comprennent ou 
non la sequence de localisation nucleaire du grand antigene T du virus 
SV40. L'introduction de cette sequence permet Padressage dans le 
5 compartlment nucleaire des proteines fusion qui la comprennent. 

Un fragment de 620 paires de bases (pb) correspondant au promoteur 
du gene GAL1 (pGAL1) de la levure Saccharomyces cerevisiae a ete 
amplifie par Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir d'ADN genomique 
10 d'une souche sauvage de S,cerevisiae X2180-1A, en utillsant les 
oligonucleotides « pGAL1 (Asp)Forw » de sequence 

S'-GCTGGGTACCTTAATAATCATATTACATGGCATTA-S [SEQ ID N"6] et 
« pGAL1(EcoRI)Rev )> de sequence 

5'- GGCGGAATTCTATAGTTTTTTCTCCTTGACGTTA-3^ [SEQ ID N°7]. 
15 Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de restriction 

Asp718l et EcoRI et insere dans le plasmide navette S.cerevisiae-E.coli 
pRS306 prealablement digere par les enzymes i4sp718l et EcoRI, produisant 
le vecteur pRS306-pGAL1 . 

Un fragment de 720 paires de bases (pb) correspondant a un variant 
20 du gene codant pour la Green Fluorescent Protein (GFP) &Aequora victoria, 
dont la sequence est optimisee pour Texpression en levures {yEGFP3), a ete 
amplifie par Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir du vecteur pUC19- 
yEGFPS, en utilisant les oligonucleotides « GFPEcoRIS' » de sequence 
5'-GGTCGGAATTCATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC-3' [SEQ ID 8] et 
25 « PBamHI(Smal/Srfl Pstl)3* » de sequence 

5'-GGCGGGATCCGCCGGGGCTCTGCAGTTTGTACAATTCATCCATACC- 
3' [SEQ ID N''9] . Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de 
restriction BamHl et EcoRI et insere dans le plasmide pRS306-pGAL1 
prealablement digere par les enzymes BamHl et EcoRI, produisant le 
30 vecteur pRS306-pGAL1 -yEGFP3; 

Un fragment de 340 paires de bases (pb) correspondant au 
terminateur du gene ADIH1 (tADH1) de la levure Sacciiaromyces cerevisiae a 
ete amplifie par Polymerase Chain Reaction (PGR) a pari:ir d'ADN 
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genomique d'une souche sauvage de S.cereK/s/aeX2180-1A, en utiiisant les 
oligonucleotides « TermADH1(NotlBstXI)5' » de sequence 
5'-GGCGGCGGCCGCCACCGCGGTGGGCGAATTTCTTATGATTTATG-3' 
[SEQ ID N'-IO] et « TermADH1(Sacl)3' » de sequence 
5 5'-GGCGGAGCTCTGGAAGAACGATTACAACAG-3' [SEQ ID N°1 1]. 

Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de restriction Sad et 
Not\ et insere dans le plasmide pRS306-pGAL1-yEGFP3 prealablement 
digere par les enzymes Sad et Notl, produisant le vecteur pCSY226. 

10 Le gene codant pour la proteine iKBa a ete purifiee a partir du 

plasmide pGad1318-lkBa par digestion par I'enzyme de restriction Xbal suivi 
d'un traitement avec le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I afin de 
transformer I'extremita cohesive en 3' du fragment en extremite franche, puis 
d'une seconde digestion par i'enzyme de restriction SamHI pour I'extremite 5' 

15 du gene. Le fragment a ete clone dans le plasmide pCSY226 pr§par§ par 
une digestion par i'enzyme de restriction Kpn\, suivie d'un traitement avec le 
fragment de Klenow, puis d'une digestion par I'enzyme de restriction SamHI. 
Le vecteur produit a ete appeie pCSY226-lKBa. 

Une version de ce vecteur contient en plus la sequence d'adressage 

20 nucleaire NLS. Ce!le-ci a ete obtenue en synthetisant une paire 
d'oligonucleotides complementaire de sequence 

« NLS-5' » : 5'ACCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATT-3' [SEQ ID 
N°12]. et 

«NLS-3'»: 5'-AATTCGACCTTTCTCTTC I I I I I I GGAGGT-3' [SEQ ID 
25 N''26]. 

rehybrides pour former un ADN double brin. Ce fragment d'ADN a ensuite 
ete incorpore dans le vecteur pCSY226-lKBa digere par I'enzyme de 
restriction ScrFI pour donner le vecteur pCSY226-NLS-lKBa. 



30 EXEMPLE 2 : Construction des plasmrdes permettant Pexpression chez 
la fevure des prot6ines fusions GFP-B-TrCP et GFP-NLS-S-TrCP. 

Les plasmides suivants permettent I'expression chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae de derives de la proteine humaine p-TrCP 
fusionnes a un variant de la Green Fluorescente Proteine (GFP) d'Aequora 
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victoria. Selon le plasmide construit, les proteines fusions construites 
comprennent ou non la sequence de localisation nucleaire du grand antigene 
T du virus SV40. L'introduction de cette sequence permet I'adressage dans 
le oonnpartiment nucleaire des proteines fusion qui la comprennent. 

Un fragment de 620 palres de bases (pb) correspondant au promoteur 
du gene GAL1 (pGALI) de la levure Saccharomyces cerevisiae a ete 
amplifle par Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir d'ADN genomique 
d'une souche sauvage de S.cerevisiae X2180-1A, en utilisant les 
oligonucleotides « pGAL1 (Asp)Forw » de sequence 

5'-GCTGGGTACCTTAATAATCATATTACATGGCATTA-3' [SEQ ID N°6] et 
« pGAL1(EcoR[)Rev » de sequence 

5'- GGCGGAATTCTATAGTTTTTTCTCCTTGACGTTA-3' [SEQ ID N°7]. 

Le fragment obtenu a 6t6 dig6r§ par les enzymes de restriction 
Aspjm et EcoRI et lnser§ dans le plasmide navette S.cerevisiae-E.coli 
pRS306 pr§alablement dig§re par les enzymes Asp718I et EcoRI, produlsant 
le vecteur pRS306-pGAL1 , 

Un fragment de 720 paires de bases (pb) correspondant a un variant 
du gene codant pour la Green Fluorescent Protein (GFP) d'Aequora victoria, 
dont la sequence est optimisee pour I'expression en levures (yEGFP3), a 6te 
amplifie par Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir du vecteur pUC19- 
yEGFP3, en utilisant les oligonucleotides « GFPEcoRIS' » de sequence 
5'-GGTCGGAATTCATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC-3' [SEQ ID N°8] et 
« GFPBamHI(Smal/Srfl Pstl)3' » de sequence 

5'-GGCGGGATCCGCCCGGGCTCTGCAGTTTGTACAATTCATCCATACC- 
3' [SEQ ID W'B].. 

Le fragment obtenu a §te digere par les enzymes de restriction 
SamHI et EcoRI et insere dans le plasmide pRS306-pGAL1 prealablement 
digere par les enzymes BamHl et EcoRI, produlsant le vecteur pRS306- 
pGAL1-yEGFP3. 

Un fragment de 340 paires de bases (pb) correspondant au 
terminateur du gene ADH1 (tADH1) de la levure Saccfiaromyces cerevisiae a 
6te amplifie par Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir d'ADN 
genomique d'une souche sauvage de S.cerevisiae X2180-1A, en utilisant les 
oligonucleotides «TermADH1(NotlBstXI)5' » de sequence 5'- . 
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GGCGGCGGCCGCCACCGCGGTGGGCGAATTTCTTATGATTTATG-3' 
' [SEQ ID N°10] et « TermADH1(Sacl)3' » de sequence 

5'-GGCGGAGCTCTGGAAGAACGATTACAACAG-3' [SEQ ID N^11]. 

Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de restriction Sac\ et 
5 Not\ et insere dans le plasmide pRS306-pGAL1-yEGFP3 prealablement 
digere par les enzymes Sad et Notl, produisant le vecteur pCSY226. 

Le gene codant pour la proteine pTrCP a ete purifiee a partir du 
plasmide pGad1318-pTrCP par digestion par les enzymes de restriction 
BamH\ et Notl. Le fragment a ete clone dans le plasmide pCSY226 prepare 
10 par una digestion par les enzymes de restriction SamHI et Notl. Le vecteur 
produit a ete appeie pCSY226-pTrCP, 

Une version de ce vecteur contient en plus la sequence d'adressage 
nuclealre NLS. Celle-ci a ete obtenue en synthetisant une paire 
d'oligonucleotides complementaire de sequence 
15 <cNLS-5'»: 5'-ACCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATT-3' [SEQ ID 
N^12], et 

« NLS-3' » : 5'-AATTCGACCTTTCTCTTCTTTTTTGGAGGT-3' [SEQ ID 

N"26] 

rehybrides pour former un ADN double brin. Ce fragment d'ADN a ensuite 
20 ete incorpore dans le vecteur pCSY226~pTrCP digere par I'enzyme de 
restriction ScrFl pour donner le vecteur pCSY226-NLS-j3TrCP. 

EXERflPLE 3 : Construction des plasmides permettant Pexpression chez 
la levure des proteines fusions GFP-B-TrCP et GFP-NLS-B-TrCP, 

Les plasmides suivants permettent Texpression chez la levure 
25 Saccharomyces oerevisiae de derives de la proteine p-TrCP comprenant une 
repetition de trois motifs antigenique Flag a leur extremite amino-terminale. 
L'expression de ces proteines fusions est induite en cultivant les cellules de 
levures hebergeant ces plasmides en presence de 2 a 5 % de galactose 
dans le milieu de culture pendant 1 a 10 heures, 
30 Un fragment de 700 paires de bases (pb) correspondant au promoteur 

du gene PGK1 (pPGK1) de la levure Saccharomyces oerevisiae a ete 
amplifie par Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir d'ADN genomique 
d'une souche sauvage de S.cerevisiae X2180-1A, en utilisant les 
oligonucleotides « pPGK1-Asp718-5' » de sequence 
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5'-GGCGGGTACCGTGAGTAAGGAAAGAGTGAGG-3' [SEQ ID N°13] et 
« pPGK-EcoRI-3' » de sequence 

5'-GGCGGAATTCTGTTTTATATTTGTTGTAAAAAG-3' [SEQ ID N°14]. 

Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de restriction 
5 /Asp718l et EcoRl et insere dans le plasmide navette S.cerevisiae-E.coJi 
pRS304 prealablement digere par les enzymes yAsp718l et EcoRl, produisant 
le vecteur pRS304-pPGK1 . 

Un fragment de 100 paires de bases (pb) correspondant ^ une 
succession de 3 sequences rapporteuses FLAG (3FI_AG) a ete amplifi^ par 
10 Polymerase Chain Reaction (PGR) a partir du vecteur p3XFLAG-myc-CMV- 
24 SSigma Aldrich), en utilisant les oligonucleotides « 3FLAG-EcoRI-5' » de 
sequence 

5'-GGCGGAATTCATGGACTACAAAGACCATGACGG-3' [SEQ ID N°15] et 
« 3FLAGBamHI(Smal/Srfl Pstl)3' » de sequence 

15 5'-GGCGGGATCCGCCCGGGCTCTGCAGCTTGTCATCGTCATCCTTGTA- 
3' [SEQ ID N'lS].. 

Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de restriction SamHI 
et EcoRl et insere dans le plasmide pRS304-pPGK1 prealablement digere 
par les enzymes BamHI et EcoRl, produisant le vecteur pRS304-pPGK1- 
20 3FLAG. 

Un fragment de 340 paires de bases (pb) correspondant au 
terminateur du gene ADH1 (tADH1) de la levure Saccharomyces cerevisiae a 
ete ampllfie par Polymerase Chain Reaction (PCR) a partir d'ADN 
genomique d'une souche sauvage de S.cerevisiae X2180-1A, en utilisant les 
25 oligonucleotides « TermADH1(NotlBstXI)5' » de sequence 5'- 
GGCGGCGGCCGCCACCGCGGTGGGCGAATTTCTTATGATTTATG-3' 
[SEQ ID N°10] et « TermADH1(Sacl)3' » de sequence 
5'-GGCGGAGCTGTGGAAGAACGATTAGAACAG-3' [SEQ ID N^H]. 

Le fragment obtenu a ete digere par les enzymes de restriction Sad et 
30 Not\ et insere dans le plasmide pRS304-pPGK1-3FLAG prealablement 
digere par les enzymes Sac\ et Notl, produisant le vecteur pCSY614. 

Le gene codant pour la proteine pTrCP a ete purifiee a partir du 
plasmide pGad1318-|3TrCP par digestion par les enzymes de restriction 
SamHI et Not\. Le fragment a ete clone dans le plasmide pCSY614 prepare 
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par une digestion par les enzymes de restriction eamHI et Nof\. Le vecteur 
produit a 6t6 appele pCSY614-pTrCP. 

Une version de ce vecteur contient en plus la sequence d'adressage 
nucleaire NLS. Celle-cl a obtenue en synthetisant une paire 

5 d'oligonucleotides complementaire de sequence 

5'ACCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATT-3' [SEQ ID N°12]. 
reinybrides pour former un ADN double brin. Ce fragment d'ADN a ensuite 
ete incorpore dans le vecteur pCSY614-|3TrCP digere par I'enzyme de 
restriction ScrFI pour donner le vecteur pCSY614-NLS-pTrCP. 

10 

Exemoles 4 a 12 : Wllse au point du precede de criblage seion 
I'inventlon. 

EXEMPLE 4 : Interaction entre les proteines Skp1 de le vure et S-TrCP 
15 humaine dans les cellules de ievure. 

L'interaction entre les proteines Skp1 et p-TrCP est visualisee par la 
technique du double hybrids Bartel et al. (in Cellular Interactions in 
Development : a practical approach (1991), Oxford University Press, Oxford, 
pp1 53-179). Des cellules de levure ont ete simultanement transformees par 

20 le plasmide pGAD-pTrCP, qui permet I'expression de la proteine humaine 
P-TrCP fusionnee au domaine activateur Gal4, par le plasmide pLexSkp1-1 
qui permet I'expression de le proteine de levure Skp1 fusionnee au domaine 
de fixation S I'ADN de la proteine bacterienne LexA, et par le plasmide 
pSH18-34 qui comprend le g^ne rapporteur LacZ codant la p-galactosidase, 

25 place sous le contr5le d'op^rateurs LexA. La mesure de I'actlvite 
p-galactosidase dans des extraits cellulaires r6alis6es dans de telles cellules 
demontre que I'expression de ce gene rapporteur est induite par un facteur 
15, en comparaison de son expression chez des cellules n'exprimant que 
I'une des deux proteines de fusion decrites ci-dessus. Cette induction de 

30 i'expression du gene rapporteur indique que la proteine Skp1 de la levure 
Saccharomyces cerevisiae est capable d'interagir avec la proteine p-TrCP 
humaine. L'activite j3-galactosidase est exprim^e en nmoles de substrat 
transforme par minute et par mg de proteines (nmoles/ min /mg). 
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EXEMPLE 5 : localisation, dans les cellules de levure, des proteines 
hunmaines iKBa et B-TrCP selon qu'elles sont fusionnees ou non a une 
sequence NLS de SV40, 

Des cellules de levures comportant des plasmides permettant 
5 rexpression des proteines hybrides soit GPF-lKBa, soit GFP-NLS-lKBa, soit 
GFP-p-TrCP, soit GFP-NLS-p-TrCP & partir du promoteur GAL1 ont ete 
cultivees en presence de galactose 2 % pendant 2 heures et ont ete ensuite 
observees en microscopie a fluorescence. La position du noyau a ete revelee 
en employant un indicateur colore specifique du noyau, le Hoescht 333-42. 

10 

EXERflPLE 6 : Phosphorvtation de la proteine iKBa dans le novau des 
cellules de levure. 

Uexemple 6 illustre comment Tadressage de la proteine humaine iKBa 
dans le noyau des cellules de levure induitsa phosphorylation sur les serines 
15 32 et 36. 

Des cellules exprimant soit la proteine fusion GFP-lKBa, soit la 
proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa a partir du promoteur GAL1 sont 
cultivees en milieu minimum en presence de 2% galactose pendant 2 
heures. Les proteines de ces cellules sont alors preparees selon le protocole 

20 decrit par Kuras et al. (MoL Cell (2002), 10:69-80). Les proteines sont ensuite 
analysees par la technique de Western blotting a Taide premierement, 
d'anticorps reconnaissant specifiquement la proteine GFP (indiquee « GFP- 
iKBa ») et deuxiemement, d'anticorps reconnaissant specifiquement la forme 
phosphorylee sur la serine 32 de la proteine humaine IxBa (indiquee « P- 

25 iKBa »). Un controle de la quantite de proteines totales deposee dans 
chaque puit a ete realist en analysant ces m§mes proteines a Taide 
d'anticorps reconnaissant specifiquement la Lysyl-ARNt-synthase de levure 
(indiquee par « LysRS »). Les proteines issues de la souche de levure 
parentale n'exprimant aucune proteine fusion (indiquee « controle ») servent 

30 de temoin de specificite, 

EXEMPLE 7 : Degradation de la proteine GFP-MLS-kBa 

L*exemple 7 illustre par une analyse au microscope d'epifluorescence, 
la degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa dans des 
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cellules de levure lorsque celles-ci expriment egalement la proteine fusion 
tripartite Flag-NLS-p-TrCP. 

Toutes les souches employees ont ete cultivees et analysees en 
microscopie a fluorescence de maniere identique, Les cellules ont ete 
5 cultivees en milieu riche en presence de galactose comme source de 
carbone pendant 120 minutes. Au temps t=0, du glucose 2 % est ajoute a la 
culture et les cellules sont observees au microscope a epifluorescence 
(microscope a fluorescence Nikon Eclipse equipe d'un filtre Omega XF116). 
Toutes les images ont ete enregistrees en employant une camera 

10 Hamamastu® en employant des reglages identiques et analysees avec le 
logiciel LUCIA G, juste avant (t = 0) et 10, 20 , 30 et 60 minutes apres 
I'addition de glucose. La fluorescence des proteines fusions GFP-lKBa ou 
GFP-NLS"lKBa est indiquee « GFP ». La position du noyau (indiquee 
« DNA ») dans les cellules a ete revelee en employant un indicateur colore 

15 specifique du noyau, le Hoescht 333-42, 

A) souche de levure CYS22 (M>A7a, his3, Ieu2, trp1, ura3::pGAL1-GFP- 
lKBa::URA3) exprimant la proteine fusion GFP-kBa sans NLS et localisee 
dans ie cytoplasme des cellules de levure; 

B) souche de levure CYS61 {MATa, hisS, Ieu2, uraSr.pGAU-GFP" 
20 lKBa::URA3, trp1::pGAL1-3Flag-pTrCP::TRP1) exprimant les proteines 

fusions GFP-lKBaet Flag-j3-TrCP, localisees dans le cytoplasme des cellules 
de levure; 

C) souche de levure CYS126 (MATa, his3, Ieu2, trp1, uraSiipGAU-GFP" 
NLS-lKBa::URA3) exprimant !a proteine fusion GFP-NLS-lKBa localisee dans 

25 le noyau des cellules de levure; 

D) souche de levure CYS135 {MATa, his3, Ieu2, uraS.-pGALI-GFP'NLS- 
lKBa::URA3, trp1::pGAL1'3Flag-NLS-flTrCP::TRP1) exprimant les proteines 
fusions GFP-NLS-lKBa et Flag-NLS-|3-TrCP localisees dans le noyau des 
cellules de levure. 

30 

EXEMPLE 8 : Deciradation de GFR-MLS-licBg avec ou non co-expression 
de Flag-MLS-B-TrCP (Resultats par fluorescence). 

L'exemple 8 illustre par une quantification de la fluorescence emise, la 
degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa dans des cellules 
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de levure lorsque celles-ci expriment ou non la proteine fusion tripartite Flag- 
NLS-p~TrCP. 

Les souches de levure identiques a celles decrites dans la figure 4, et 
cultivees dans les nnemes conditions que ceiles decrites figure 4, ont ete 
5 analysees par microscopie a fluorescence. Pour chaque souche, la 
fluorescence de 200 cellules (au moins) a ete mesuree juste avant (t=0) et 
10, 20, 30 et 60 minutes apres Taddition de glucose, a Taide du logiciel 
LUCIA G. Les resultats sont donnes en quantite de fluorescence mesuree 
par cellule en unite arbitraire. 

10 

EXEMPLE 9 : Degradation de GFP-NLS-lKBa avec ou non co-expression 
de Flaci-MLS-p"TrCP (Resultats dlmnnuno-empreinte) 

L'exemple 9 illustre par une analyse biochimique de type Western 
Blotting, la degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa dans 

15 des cellules de levure lorsque celles-ci expriment egalement la proteine 
fusion tripartite Flag-NLS-p-TrCP. Toutes les souches employees ont ete 
cultivees et analysees de maniere identique. Les cellules ont ete cultivees en 
milieu riche en presence de galactose comme source de carbone pendant 
120 minutes. Au temps t=0, du glucose 2 % est ajoute a la culture et les 

20 proteines totales sont prepar6es juste avant (t =0) et 1 0, 20, 30 et 60 minutes 
apres Taddition de glucose. Ces proteines sont analysees par la technique 
de Western blotting en employant un anticorps reconnaissant la partie GFP 
des proteines fusions contenant iKBa (indiquee « GFP-NLS-lKBa ») et un 
anticorps reconnaissant la partie Flag de la proteine fusion Flag-NLS-p-TrCP 

25 (indiquee « Flag-NLS-p-TrCP »). Un controle de la quantite de proteines 
deposee dans chaque puit est realise en analysant les memes proteines a 
Taide d'anticorps reconnaissant la Lysyl-ARNt-synthase de levure (indiquee 
« LysRS »). Les proteines issues de la souche de levure parentale 
n'exprimant aucune proteine fusion (indiquee « contrSle ») servent de temoin 

30 de specificite. 

A) souche de levure CYS22 (MATa, his3, Ieu2, trp1, uraS'.ipGALI-GFP- 
lKBa::URA3) exprimant la proteine fusion GFP-lKBa sans NLS et localisee 
dans le cytoplasme des cellules de levure; 

B) souche de levure CYS61 (MATa, his3, Ieu2, uraSr.pGALI-GFP- 
35 lKBa::URA3, trp1::pGAL1'-3Flag-l3TrCP::TRP1) exprimant les proteines 
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fusions GFP-lKBa et Flag-p-TrCP, localisees dans le cytoplasme des cellules 
de levure; 

C) souche de levure CYS126 {MATa, his3, Ieu2, trp1, ura3::pGAL1-GFP- 
NLS'lKBa::URA3) exprimant la proteine fusion GFP-NLS-lKBa localisee dans 

5 le noyau des cellules de levure; 

D) souche de levure CYS135 {MATa, hisS, Ieu2, ura3::pGAL1-GFP-NLS' 
lKBa::URA3, trp1::pGAL1-3Flag-NLS-flTrCP::TRP1) exprimant les proteines 
fusions GFR-NLS-hcBa et Flag-NLS-p-TrCP localisees dans le noyau des 
cellules de levure. 

10 

EXEMPLE 10 : Degradation de GFP-NLS-lKBa mutee sur les residus 
serine 32 et 36 avec ou non co-expression de Flaq-NLS-B-TrCP 
(Resultats d'immunO'-empreinte) 

L'exemple 10 illustre par une analyse blochimique de type Western 

15 blotting, la degradation de la proteine fusion tripartite mutante GFP-NLS- 
lKBa[S3236A] dans laquelle les sites de phosphorylation Ser32 et Ser36 ont 
ete remplaces par des residus Ala, mutations qui dans des cellules humaines 
rendent la proteine non-degradable. L'analyse a ete faite dans des cellules 
de levure exprimant egalement ou non la proteine fusion tripartite Flag-NLS- 

20 p~TrCP. Toutes les souches employees ont ete cultivees et analysees de 
maniere identique. Les cellules ont ete cultivees en milieu riche en presence 
de galactose comme source de carbone pendant 120 minutes. Au temps t=0, 
du glucose 2 % est ajoute a la culture et les proteines totales sont preparees 
juste avant (t=0) et 10, 20, 30 et 60 minutes apres Taddition de glucose. Ces 

25 proteines sont analysees par la technique de Western blotting en employant 
un anticorps reconnaissant la partie GFP des proteines fusions contenant 
lKBa[S3236A] (indique « GFP-NLS"lKBa[S3236A] ») et un anti-corps 
reconnaissant la partie Flag des proteines fusions Flag-NLS-P-TrCP (indique 
« Flag4\ILS-p-TrCP »). Un controle de la quantite de proteines deposee dans 

30 cheque puit est realise en analysant les memes proteines a Taide d'anticorps 
reconnaissant la Lysyl-ARNt-synthase de levure (indiquee « LysRS »). Les 
proteines issues de la souche de levure parentale n^exprimant aucune 
proteine fusion (indiquee « contrSle ») servent de temoin de specificite. 
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A) souche de levure CYS138 (MATa, his3, Ieu2, trp1, ura3::pGAL1-GFP- 
NLS-lKBa[S3236A]::URA3) exprimant la proteine fusion mutante GFP-NLS- 
lKBa[S3236A] localisee dans le noyau des cellules de levure; 

B) souche de levure CYS139 {MATa, his3, Ieu2, ura3::pGAL1-GFP-NLS- 
5 lKBa[S3236A]::URA3, trp1::pGAL1-3Flag-NLS-RTrCP::TRP1) exprimant les 

proteines fusions GFP-NLS-lKBa:[S3236A] et Flag-NLS-|3-TrCP localisees 
dans le noyau des cellules de levure. 

EXEMPLE 11 : Degradation de GFP-NLS-lKBa avec ou non co- 
10 expression de Flaq-NLS-B-TrCP (Resultats par fluorescence) 

Uexemple 11 illustre par une analyse au microscope 
d'epifluorescence, la degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS- 
lKBa[S3236A] dans des cellules de levure lorsque celles-ci expriment 
egalement la proteine fusion tripartite Flag-NLS-p-TrCP. Les 2 souches 

15 employees (CYS138 et CYS139) ont ete cuitivees et analysees en 
microscopie a fluorescence de maniere identique. Les cellules sont 
observees au microscope a epifiuorescence (microscope ^ fluorescence 
Nikon Eclipse equipe d'un filtre Omega XF116. Toutes les images ont ete 
enregistrees en employant une camera Hamamastu® en employant des 

20 reglages identiques et analysees avec le iogiciel LUCIA G, juste avant (t=0) 
et 10, 20 , 30 et 60 minutes apres Taddition de glucose. La fluorescence des 
proteines fusions GFP-fKBa ou GFP-NLS-lKBa est indiquee « GFP », La 
position du noyau (indiquee « DNA ») dans les cellules a ete reveiee en 
employant un indicateur colore speciflque du noyau, le Hoescht 333-42. 

25 

EXEMPLE 12 : Degradation de GFP-NLS-lKBa avec ou non co- 
expression de Flaq-NLS-B-TrCP (Resultats par fluorescence) 

L'exemple 12 illustre par une quantification de la fluorescence emise, 
la degradation de la proteine fusion tripartite GFP-NLS-lKBa[S3236A] dans 
30 les souches de levure decrites ci-dessus. Pour chaque souche, la 
fluorescence de 200 cellules (au moins) a ete mesuree juste avant (t=0) et 
10, 20, 30 et 60 minutes apres I'addition de glucose a I'aide du iogiciel LUCIA 
G. Les resultats sont donnes en quantite de fluorescence mesuree par 
cellule en unite arbitraire. 

35 
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Tableau 1 : G§notype des souches de levure Saccharomyces cerevisiae 
construites pour les besoins de la presents invention. 



Souche 


Genolype 


CC788-2B 


MATa, his3, leu2, ura3, frp1. 


CYS22 


MATa, his3, Ieu2, frp1, ura3::pGAL1-GFP-lKBa::URA3 


CYS61 


MATa, his3, Ieu2, ura3::pGAL1-GFP-lnBa::URA3, 
trp 1::pGAL 1 -3F!ag-pTrCP:: TRP1 


CYS122 


MATa, his3, Ieu2, trp1, ura3::pGAL1-GFP-pTrCP::URA3 


CYS123 


MATa, his3, Ieu2, trp1, ura3::pGAL1-GFP-NLS-fiTrCP::URA3 


CYS126 


MATa, his3, Ieu2, trpi, ura3::pGAL1-GFP-NLS-lKBa::UFiA3 


CYS136 


MATa, his3, Ieu2, ura3::pGALl-GFP-NLS-lKBcx:URA3, 
trp1::pGAL1-3Flag-NLS-fiTrCP::TRP1 


CYS138 


MATa, his3, Ieu2, trp1, ura3::pGAL1-GFP-NLS- 
lKBa[S3236A]::URA3 


CYS139 


MATa, his3, Ieu2, ura3::pGAL1-GFP-NLS- 
lKBa[S3236A]::URA3, trp 1::pGAL1-3Flag-NLS-fiTrCP::TRP1 



5 
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TABLEAU 2 (SEQUENCES) 



SEQ ID N° 


Type 


Description 


1 


ADN 


GFP-NLS-lkBa 


2 


Proteine 


GFP-NLS-lkBa 


3 


ADN 


GFP-NLS-pTrCP 


4 


Proteine 


GFP-NLS-pTrCP 


5 


ADN 


Sequence NLS du grand 
antigene T du virus 
SV40 


6-16 


ADN 


Amorces 


17 


Proteine 


Antigene HA 


18 


Proteine 


Monomere FLAG 


19 


Proteine 


Trimere FLAG 


20 


Proteine 


NLS Nucleoplasmine 


21 


Proteine 


NLS represseur alpha 2 
(1) 


22 


Proteine 


NLS represseur alpha 2 
(2) 


23 


Proteine 


NLS Gal4 


24 


ADN 


NLS AgTSV40 


25 


ADN 


Amorce 
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c 
o 

c 

o 
> 



c 
o 

CO 



3 

a. 

LL. 

o 

o 
Zi 

CO 



References 




ON 
ON 
1 — ( 

e 


Quantum 




Yang etal, 1996 
Cormack etal, 1996 


VO 
ON 
On 

L 

ON 
ON 

B 

*^ 

PQ 


Miyawaki etal, 1997 


On 
On 

CO T— < 
ON ^ 
ON ^ 


Ormo etai, mi 


Clontech "SuperBnght" 


X emission 
(nm) 




509-540 


O 
MO 


o 
oo 

^ 




wo 




OO 

o 
in 


lo! 


o 
u> 


excitation 
(nm) 




395-470 


oo 

CO 


VO 
m 


o 
oo 

CO 


MO 


CO 


oo 
oo 




to 
o 


1 


liNl 


s 










Lys 








fO 

CD 


Thr 














Tyr 






Ser 


















CO 






















He 
























His 
















Val 


Ala 


Ala 




Ala 


Ala 








rn 
to 


Met 




Thr 




Thr 


Thr 










Asn 








lie 


















4> 












oo 


Gin 




















Ser 














< 




o 






















Gin 


















CO 

\o 


Val 














Leu 




\o 


Gly 


















>o 


u 

p 




Trp 


His 




Trp 








m 

VO 


Ser 






Thr 


Thr 


Thr 


Thr 


Gly 






Phe 


Leu 


Leu 


Lys 


Leu 




Leu 










VO 


Phe 


















VO 


Lys 










Arg 








fe 
O 


BFP 


CFP 

(YRC) 


EBFP 
(Clontech) 


ECFP 
(Clontech) 


ECFP 


fa O 

o n 


EYFP 
(Clontech) 


GFP405 
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5 



o 
c 
> 



w 
m 

Si 

CO 

m 



3 

a. 



■5 

CO 
CO 

J) 
I- 



CO 

o> 

CO 

£ 
0 

a 


Crameri etai, 1996 


CD 
CD 
CD 

>§ 

QJ 

«0 
CO 
X 


Haseloff e/ a/.. 1997 
Siemering etal, 1996 


cr> 
o> 

"(5 

"S 

y= 
0 

<D 
W 
OJ 

X 


Patterson a/., 2002 


Quantum 


Reed efa/.,2001 


10 

CD 
CD 

"cS 

E 
'cu 
X 


0. Zapata-Hommer and 
0. Griesbeck, 2003 


r-- 

CD 
CD 

<a 

CO 

e 
0 
0 


Ormo era/.. 1996 


Griesbeck efa/.,2001 


0 

a> 

TO 

2: 


to 


CO 
0 


00 


00 
0 
10 


ft 
lO 


0 

CM 
10 


CD 

to 


CM 
Cs| 

in 


0 
m 


10 




to 

CO 

m 




514-527 


0 
•o 


in 

CO 


0 


400-475 


in 


413-488 


CO 


in 
0 
in 


CO 

00 


CD 
CD 
CO 


T— 

m 


0 
0 
m 


490-510 


00 
00 






































Tyr 


w 












Tyr 


Tyr 


Tyr 






Gly 


Gly 


Gly 










Gly 






















Thr 


Trp 




















Thr 


Tyr 




















































Ala 


Ala 


< 


Ala 








Ala 








CS 

< 


















































































































< 








Ala 






< 






m 
< 


< 


Ala 


Ala 




















Val ; 

i 




























Met 


































Leu 


Leu 


































Trp 
































Gly 




Cys 


>* 


Thr 






>» 


Gly 


Gly 














Leu 














Leu 




























n 

Q> 






























GFPmutS 


GFPuv 


mCFP 


to 

£L 
U. 

E 


mYFP 


PA-GFP 


rsGFP 


OL 
U- 

10 


S65T 


T-Sapphire 


a. g 


YFP 
{YRC) 


YFP-citrme 


YFP-Venus 
(YRC) 
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REVENDICATIONS 

1 . Precede pour le criblage d'agents modulant Pubiquitination de la proteine 
IxBa par un complexe proteique fonctionnel ubiquitine ligase comprenant la 

5 proteine p-TrCP, ledit precede comprenant les etapes suivantes : 

(a) mettre en contact un agent candidat a tester avec des cellules de 
levure recombinantes qui expriment dans leur noyau : 

(i) une proteine de fusion comprenant le polypeptide IxBa et au moins 
une premiere proteine detectable ; et 
10 (ii) une proteine comprenant le polypeptide j3-TrCP ; 

(b) quantifier ladite premiere proteine detectable dans les cellules de 
levure, a la fin d'au moins une p§riode de temps predeterminee apres la 
mise en contact de Tagent candidat avec lesdites cellules ; 

(c) comparer la valeur obtenue a Tetape (b) avec une valeur temoin 
15 obtenue lorsque Tetape (a) est realisee en Tabsence de Tagent candidat. 

2. Procede selon la revendicatipn 1, caracterise en ce que Tetape (a) 

comprend les etapes suivantes : 

(a1) cultiver les cellules de levure qui expriment dans leur noyau une 
20 proteine de fusion comprenant le polypeptide iKBa et au moins une 
premiere proteine detectable ; 

(a2) stopper Texpression de ladite proteine de fusion comprenant le 
polypeptide IxBa et au moins une premiere proteine detectable par les 
cellules de levure ; 

25 (a3) mettre en contact les cellules de levures obtenues a la fin de i'etape 
(a2) avec Tagent candidat a tester. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les cellules de 
levure expriment la proteine comprenant le polypeptide P-TrCP durant la 

30 totalite des etapes (a1), (a2) et (aS). 

4. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les cellules de 
levure expriment la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP durant la 
totalite des etapes (a2) et (a3) et n'expriment pas la proteine comprenant le 

35 polypeptide j5-TrCP durant Tetape (a1). 
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5. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les cellules de 
levure expriment la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP durant la 
totalite des eta pes (a2) et (aS), et 
5 (i) n'expriment pas la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP pendant 

une duree predeterminee, au debut de I'etape (a1) ; 

(ii) expriment la proteine comprenant le polypeptide p-TrCP pendant la 

duree restante de Tetape (a1). 

10 6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
proteine detectable comprise dans la proteine de fusion comprenant le 
polypeptide iKBa est choisie parmi un antigene, une proteine fluorescente et 
une proteine ayant une activite enzymatique. 

15 7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la proteine 
detectable consiste en une proteine fluorescente choisie parmi la proteine 
GFP ou Tun de ses derives, la proteine YFP ou Tun de ses derives, et la 
proteine dsRED. 

20 8. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la proteine 
detectable consiste en une proteine ayant une activite enzymatique choisie 
parmi la luciferase et la p-lactamase. 

9. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la proteine 
25 detectable consiste en un antigene choisi parmi le peptide Ha et le peptide 

Flag. 

10. Procede selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce que la 
proteine comprenant le polypeptide p-TrCP consiste en une proteine de 

30 fusion comprenant aussi une seconde proteine detectable. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que la seconde 
proteine detectable comprise dans la proteine de fusion comprenant le 
polypeptide p-TrCP-^est choisie parmi un antigene, une proteine fluorescente 

35 et une proteine ayant une activite enzymatique. 
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12. Procede selon Tune des revendications 1 0 et 11 , caracterise en ce que (i) 
la premiere proteine detectable comprise dans la proteine de fusion 
comprenant le polypeptide iKBa et (ii) la seconde proteine detectable 

5 comprise dans la proteine de fusion comprenant le polypeptide p-TrCP sont 
distinctes Tune de Tautre. 

13. Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que la 
proteine comprenant le polypeptide iKBa comprend de plus un peptide de 

10 localisation nucleaire. 

14. Procede selon I'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce que la 
proteine comprenant le polypeptide p-TrCP comprend de plus un peptide de 
localisation nucleaire. 

15 

15. Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que la 
proteine comprenant le polypeptide licBa consiste en la proteine de 
sequence SEQ ID N''2. 

20 16. Procede selon Tune des revendications 1 a 15 ; caracterise en ce que la 
proteine comprenant le polypeptide p-TrCP consiste en la proteine de 
sequence SEQ ID N° 4. 

17. Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'a 
25 Tetape (b), lorsque la premiere proteine detectable est un antigene, on 

quantifle ladite premiere proteine detectable par detection des complexes 
formes entre ladite proteine et des anticorps la reconnaissant. 

18. Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'a 
30 Tetape (b), lorsque ia premiere proteine detectable est une proteine 

fiuorescente, on quantifie ladite proteine detectable par une mesure du signal 
de fluorescence emis par ladite proteine. 

19. Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'a 
35 Tetape (b), lorsque la premiere proteine detectable est une proteine ayant 
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une activite enzymatique, on quantifie ladite proteine detectable par une 
mesure de la quantite de substrat transforme par ladite proteine. 

20- Precede selon Tune des revendications 1 a 19, caracterise en ce que les 
5 cellules de levures recombinantes sont transformees avec : 
respectivement : 

(1) un premier polynucleotide qui connprend (a) un cadre de lecture 
ouvert codant (i) la proteine de fusion comprenant le polypeptide le 
polypeptide iKBa et (iii) une premiere proteine detectable, et une 

10 sequence regulatrice fonctionneile dans des cellules de levure qui dirige 

Texpression dudit cadre de lecture ouvert; et 

(2) un second polynucleotide qui comprend (a) un cadre de lecture 
ouvert codant (i) une proteine comprenant ie polypeptide p-TrCP, (ii) 
une sequence de localisation nucleaire et (iii) une sequence regulatrice 

15 fonctionneile dans des cellules de levure qui dirige Texpression dudit 

cadre de lecture ouvert; 

21. Precede selon la revendication 20, caracterise en ce que la sequence 
regulatrice contenue dans le premier polynucleotide, la sequence regulatrice 

20 contenue dans le second polynucleotide, ou les deux sequences 
regulatrices, comprenne(nt) un promoteur fonctionnel dans les cellules de 
levure et qui est sensible a Faction d'un agent inducteur. 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce le promoteur 
25 inductible fonctionnel dans les cellules de levure est choisi parmi PGK1, 

ADH1, TDH3, LEU2 et TEF1. 

23. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce le promoteur 
inductible fonctionnel dans les cellules de levure est choisi parmi CUP1, 

30 GAL1, MET3, MET25, MET28, SAM4 et PH05. 

24. Procede selon Tune des revendications 20 a 23, caracterise en ce que le 
premier polynucleotide comprend la sequence regulatrice GAL1, qui active 
Texpression du cadre de lecture ouvert codant la proteine de fusion 

35 comprenant le polypeptide le polypeptide iKBa en presence de glucose. 
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une activity enzymatique, on quantifie ladite proteine detectable par une 
mesure de la quantite de substrat transforme par ladite proteine. 

20. Precede selon Tune des revendfcations 1 a 19, caracterise en ce que les 
5 cellules de levures recombinantes sont transfomnees avec : 

respectivement : 

(1) un premier polynucleotide qui comprend (a) un cadre de lecture 
ouvert codant (i) la proteine de fusion comprenant le polypeptide iKBa 
et (iii) une premiere proteine detectable, et (b) une sequence regulatrice 

10 fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige Texpression dudit 

cadre de lecture ouvert; et 

(2) un second polynucleotide qui comprend (a) un cadre de lecture 
ouvert codant (i) une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP, (ii) 
une sequence de localisation nucleaire et (iii) une sequence regulatrice 

15 fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige Texpression dudit 

cadre de lecture ouvert; 

21. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que la sequence 
regulatrice contenue dans le premier polynucleotide, la sequence regulatrice 

20 contenue dans le second polynucleotide, ou les deux sequences 
regulatrices, comprenne(nt) un promoteur fonctionnel dans les cellules de 
levure et qui est sensible a Taction d'un agent inducteur. 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce le promoteur. 
25 inductible fonctionnel dans les cellules de levure est choisi parmi PGKf, 

ADH1, TDH3, LEU2 et TEF1, 

23. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce le promoteur 
inductible fonctionnel dans les cellules de levure est choisi parml CUP1, 

30 GAL1, MET3, MET25, MET28, SAM4 et PH05. 

24. Procede selon Tune des revendications 20 a 23, caracterise en ce que le 
premier polynucleotide comprend la sequence regulatrice GAL1, qui active 
Texpression du cadre de lecture ouvert codant la proteine de fusion 

35 comprenant le polypeptide le polypeptide iKBa en presence de galactose. 
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25. Precede selon la revendication 20 a 23, caracterise en ce que le second 
polynucleotide comprend la sequence regulatrice CUP1, qui active 
Texpression du cadre de lecture ouvert codant une proteine comprenant le 

5 polypeptide p-TrCP en presence de sulfate de cuivre. 

26. Procede selon Tune des revendications 20 a 25, caracterise en en ce que 
les cellules de levure reconnbinantes possedent le premier et le second 
polynucleotide sous une forme inseree dans leur genome. 

10 

27. Procede selon Tune des revendications 1 a 26, caracterise en ce que les 
cellules de levure recombinantes possedent dans leur genome une forme 
inactivee d'un ou plusieurs genes controlant Texpression de proteines 
transporteurs inserees dans la membrane plasmique- 

15 

28. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que le ou les genes 
inactives sont choisis parmi les genes PDR1 etPDR3. 

29. Cassette d'expression fonctionnelle dans les cellules de levure 
20 comprenant un polynucleotide codant qui comprend un cadre de lecture 

ouvert codant la proteine de fusion comprenant fe polypeptide le polypeptide 
iKBa et au moins une premiere proteine detectable, et une sequence 
regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige Fexpression 
dudit cadre de lecture ouvert:. 

25 

30. Cassette d'expression fonctionnelle dans les cellules de levure 
comprenant un polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 
codant une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP et une sequence 
regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige Texpression 

30 dudit cadre de lecture ouvert. 

31. Cassette d'expression selon Tune des revendications 29 et 30, 
caracterisee en ce que la sequence regulatrice contenue dans ledit 
polynucleotide, la sequence regulatrice contenue dans le second 

35 polynucleotide, ou les deux sequences regulatrices, comprenne(nt) un 
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25. Procede seion Tune des revendications 20 a 23, caracterise en ce que le 
second polynucieotide comprend la sequence reguiatrice CUP1, qui active 
rexpression du cadre de lecture ouvert codant une protelne comprenant ie 

5 polypeptide p-TrCP en presence de sulfate de cuivre. 

26. Procede seion Tune des revendications 20 a 25, caracterise en en ce que 
les cellules de levure recombinantes possedent le premier at le second 
polynucleotide sous une forme inseree dans leur genome. 

10 

27. Procede seion Tune des revendications 1 a 26, caracterise en ce que les 
cellules de levure recombinantes possedent dans leur genome une forme 
inactivee d'un ou plusieurs genes controlant Texpresslon de proteines 
trartsporteurs inserees dans la membrane plasmique. 

15 

28. Procede seion la revendlcation 27, caracterise en ce que le ou les genes 
inactives sont choisis parmi les genes PDR1 et PDR3. 

29. Cassette d'expression fonGtionnelle dans les cellules de levure 
20 comprenant un polynucleotide codant qui comprend un cadre de lecture 

ouvert codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide kBa et au 
moins une premiere proteine detectable, et une sequence reguiatrice 
fonctionnelle dans des cellules de levure qui dlrige Texpression dudit cadre 
de lecture ouvert. 

25 

30. Cassette d'expression fonctionnelle dans les cellules de levure 
comprenant un polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 
codant une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP et une sequence 
reguiatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige Texpression 

30 dudit cadre de lecture ouvert. 

31. Cassette d'expressfon seion Tune des revendications 29 et 30, 
caracterisee en ce que ia sequence reguiatrice contenue dans ledit 
polynucleotide, comprend un promoteur fonctionnef dans les cellules de 

35 levure et qui est sensible a Taction d'un agent inducteur. 
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promoteur fonctionnel dans les cellules de levure et qui est sensible a Taction 
d'un agent inducteur. 

32. Cassette d'expression selon la revendication 31, caracterisee en ce le 
5 pronnoteur inductible fonctionnel dans les cellules de levure est choisi parmi 

PGKt TEF1, PH05, MET3, MET28, CUP1, GAL1 et SAM4, 

33. Vecteur d'expression caracterise en ce quMI comprend une cassette 
d'expression selon Tune des revendications 29 a 32. 

10 

34. Vecteur d'expression selon la revendication 33, caracterise en ce qu'il 
s'agit du vecteur pCSY226-NLS-lKBa. 

35. Vecteur d'expression selon la revendication 33, caracterise en ce qu1l 
15 s'agit du vecteur pCSY226-NLS-p-TrCP. 

36. Souche de levure recombinante comprenant, sous une forme integree 
dans son genome, 

(i) un premier polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 
20 codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide le polypeptide 

hcBa et au moins une premiere proteine detectable, et une sequence 
regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige 
Texpression dudit cadre de lecture ouvert; et 

(ii) un second polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 
25 codant une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP et une 

sequence regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige 
Texpression dudit cadre de lecture ouvert; 

37. Souche de levure recombinante selon la revendication 36, caracterisee 
30 en ce qu'elle consiste en la souche de levure CYS135 deposee a la 

Collection Nationale de Cultures de microorganismes de Tlnstitut Pasteur de 
Paris (CNCM) sous le numero d'acces 1-3187. 
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32. Cassette d^expression selon la revendication 31, caracterisee en ce le 
promoteur inductlbie fonctionnel dans les cellules de levure est choisi parmi 
PGKl TEFt PH05, MET3, MET28, CUP1, GAL1 et SAM4. 

5 

33. Vecteur d'expression caracterise en ce qu'il comprend une cassette 
d'expression seion Tune des revendications 29 a 32. 

34. Vecteur d'expression selon la revendication 33, caracterise en ce qu'il 
10 s'agit du vecteur pCSY226-NLS-lKBa. 

35. Vecteur d'expressfon selon la revendication 33, caracterise en ce qu'il 
s'agit du vecteur pCSY226-NLS-p-TrCP. 

15 36. Souche de levure recombinante comprenant, sous une forme integree 
dans son genome, 

(I) un premier polynucJeotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 
codant la proteine de fusion comprenant le polypeptide iKBa et au 
moins une premiere proteine detectable, et une sequence regulatrice 

20 fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige ['expression dudit 

cadre de lecture ouvert; et 

(ii) un second polynucleotide qui comprend un cadre de lecture ouvert 
codant une proteine comprenant le polypeptide p-TrCP et une 
sequence regulatrice fonctionnelle dans des cellules de levure qui dirige 
25 Texpression dudit cadre de lecture ouvert; 

37. Souche de fevure recombinante selon la revendication 36, caracterisee 
en ce qu'elle consiste en la souche de levure CYS135 depos^e a la 
Collection Nationale de Cultures de microorganismes de Tlnstitut Pasteur de 

30 Paris (CNCM) sous le numero d'acc§s 1-3187. 

38. Trousse ou kit pour le criblage d'agents modulant Tubiqultination de la 
proteine kBa par un complexe proteique fonctionnel ubiquitine ligase 

35 comprenant la proteine p-TrCP, caracterise en ce qu'il comprend : 
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38. Trousse ou kit pour le criblage d'agents modulant I'ubiquitination de la 
proteine iKBa par un complexe proteique fonctionnel ubiquitine ligase 
comprenant la proteine p-TrCP, caracterise en ce qu'il comprend : 

(i) un premier vecteur d'expression comprenant une cassette d'expression 
5 selon la revendication 29; et 

(ii) un second vecteur d'expression comprenant une cassette d'expression 
selon la revendication 30. 

39. Trousse ou kit pour le criblage d'agents modulant Tubiquitination de la 
10 proteine iKBa par un complexe proteique fonctionnel ubiquitine ligase 

comprenant la proteine p-TrCP, caracterise en ce qu'il comprend des cellules 
de levures recombinantes comprenant, sous une forme inseree dans leur 

genome, respectivement : 

(i) une cassette d'expression selon la revendication 29; et 
15 (ii) une cassette d'expression selon la revendication 30. 

40. Trousse ou kit selon !a revendication 39, caracterise en ce qu'il 
comprend des cellules de levures recombinantes de la souche de levure 
CYS 135 deposee a la CNCM sous le numero d'acces 1-3187, 
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(i) un premier vecteur d'expresslon comprenant une cassette d'expressfon 
selon la revendication 29; et 

(li) un second vecteur d'expression comprenant une cassette d'expresslon 
selon la revendication 30. 

5 

39. Trousse ou kit pour le crifalage d'agents modulant I'ublquitination de la 
proteine iKBa par un complexe proteique fonctionnel ubiquitine iigase 
comprenant la proteine p-TrCP, caracterise en ce qu'il comprend des cellules 
de levures recombinantes comprenant, sous une forme inseree dans leur 
10 genome, respectivement : 

(i) une cassette d'expression selon la revendication 29; et 
(11) une cassette d'expresslon selon la revendication 30. 



40. Trousse ou kit selon la revendication 39, caracterise en ce qu'ii 
15 comprend des cellules de levures recombinantes de la souche de levure 
CYS 135 ddposee a la CNCM sous le numero d'acces 1-3187. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CYTOMICS SYSTEMS 

. <120> Proced§ de criblage d' agents modulant 

I'ubiquitination de la proteine I-Kappa~B-Alpha et 
moyens destines ^ la mise en oeuvre dudit precede 

<130> CYTOMICS 

<140> 
<141> 

<160> 25 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1719 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence 
artificielle : GFP-WLS-IkBa 

<400> 1 

atgtctaaag gtgaagaatt attcactggt gttgtcccaa ttttggttga attagatggt 60 
gatgttaatg gtcacaaatt ttctgtctcc ggtgaaggtg aaggtgatgc tacttacggt 120 
aaattgacct taaaatttat ttgtactact ggtaaattgc cagttccatg gccaacctta 180 
gtcactactt tcggttatgg tgttcaatgt tttgctagat acccagatca tatgaaacaa 240 
catgactttt tcaagtctgc catgccagaa ggttatgttc aagaaagaac tatttttttc 30 0 
aaagatgacg gtaactacaa gaccagagct gaagtcaagt ttgaaggtga taccttagtt 3 60 
aatagaatcg aattaaaagg tattgatttt aaagaagatg gtaacatttt aggtcacaaa 4 20 
ttggaataca actataactc tcacaatgtt tacatcatgg ctgacaaaca aaagaatggt 4 80 
atcaaagtta acttcaaaat tagacacaac attgaagatg gttctgttca attagctgac 540 
cattatcaac aaaatactcc aattggtgat ggtccagtct tgttaccaga caaccattac 600 
ttatccactc aatctgcctt atccaaagat ccaaacgaaa agagagacca catggtcttg 660 
ttagaatttg ttactgctgc tggtattacc catggtatgg atgaattgta caaactgcag 720 
agcccacctc caaaaaagaa gagaaaggtc gaattgggcg gatccatgtt ccaggcggcc 78 0 
gagcgccccc aggagtgggc catggagggc ccccgcgacg ggctgaagaa ggagcggcta 84 0 
ctggacgacc gccacgacag cggcctggac tccatgaaag acgaggagta cgagcagatg 90 0 
gtcaaggagc tgcaggagat ccgcctcgag ccgcaggagg tgccgcgcgg ctcggagccc 9 60 
tggaagcagc agctcaccga ggacggggac tcgttcctgc acttggccat catccatgaa 1020 
gaaaaggcac tgaccatgga agtgatccgc caggtgaagg gagacctggc tttcctcaac 1080 
ttccagaaca acctgcagca gactccactc cacttggctg tgatcaccaa ccagccagaa 1140 
attgctgagg cacttctggg agctggctgt gatcctgagc tccgagactt tcgaggaaat 1200 
acccccctac accttgcctg tgagcagggc tgcctggcca gcgtgggagt cctgactcag 12 60 
tcctgcacca ccccgcacct ccactccatc ctgaaggcta ccaactacaa tggccacacg 1320 
tgtctacact tagcctctat ccatggctac ctgggcatcg tggagctttt ggtgtccttg 13 80 
ggtgctgatg tcaatgctca ggagccctgt aatggccgga ctgcccttca cctcgcagtg 144 0 
gacctgcaaa atcctgacct ggtgtcactc ctgttgaagt gtggggctga tgtcaacaga 1500 
gttacctacc agggctattc tccctaccag ctcacctggg gccgcccaag cacccggata 1560 
cagcagcagc tgggccagct gacactagaa aaccttcaga tgctgccaga gagtgaggat 1620 
gaggagagct atgacacaga gtcagagttc acggagttca cagaggacga gctgccctat 1680 
gatgactgtg tgtttggagg ccagcgtctg acgttatga 1719 
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<210> 2 
<211> 572 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence 
artificielle : GFP-NLS-IkBa 

<400> 2 

Met Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro lie Leu Val 
15 10 15 

Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu 
20 25 30 

Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe lie Cys 
35 40 45 

Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe 
50 55 60 

Gly Tyr Gly Val Gin Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys Gin 
65 70 75 80 

His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gin Glu Arg 
85 90 95 

Thr lie Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val 

100 105 110 

Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg lie Glu Leu Lys Gly lie 
115 120 125 

Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn He Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn 
130 135 140 

Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr He Met Ala Asp Lys Gin Lys Asn Gly 
145 150 155 160 

He Lys Val Asn Phe Lys He Arg His Asn He Glu Asp Gly Ser Val 
165 170 175 

Gin Leu Ala Asp His Tyr Gin Gin Asn Thr Pro He Gly Asp Gly Pro 
180 185 190 

Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gin Ser Ala Leu Ser 
195 200 205 

Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val 
210 215 220 

Thr Ala Ala Gly He Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Leu Gin 
225 230 235 240 



Ser Pro Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Glu Leu Gly Gly Ser Met 
245 250 255 
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Phe Gin Ala Ala Glu Arg Pro Gin Glu Trp Ala Met Glu Gly Pro Arg 
260 265 270 

Asp Gly Leu Lys Lys Glu Arg Leu Leu Asp Asp Arg His Asp Ser Gly 
275 280 285 

Leu Asp Ser Met Lys Asp Glu Glu Tyr Glu Gin Met Val Lys Glu Leu 
290 295 300 

Gin Glu lie Arg Leu Glu Pro Gin Glu Val Pro Arg Gly Ser Glu Pro 
305 310 315 320 

Trp Lys Gin Gin Leu Thr Glu Asp Gly Asp Ser Phe Leu His Leu Ala 
325 330 335 

lie lie His Glu Glu Lys Ala Leu thr Met Glu Val lie Arg Gin Val 
340 345 350 

Lys Gly Asp Leu Ala Phe Leu Asn Phe Gin Asn Asn Leu Gin Gin Thr 
355 360 365 

Pro Leu His Leu Ala Val lie Thr Asn Gin Pro Glu lie Ala Glu Ala 
370 . 375 380 

Leu Leu Gly Ala Gly Cys Asp Pro Glu Leu Arg Asp Phe A.rg Gly Asn 
385 390 395 400 

Thr Pro Leu His Leu Ala Cys Glu Gin Gly Cys Leu Ala Ser Val Gly 
405 410 415 

Val Leu Thr Gin Ser Cys Thr Thr Pro His Leu His Ser lie Leu Lys 
420 425 430 

Ala Thr Asn Tyr Asn Gly His Thr Cys Leu His Leu Ala Ser lie His 
435 440 445 

Gly Tyr Leu Gly He Val Glu Leu Leu Val Ser Leu Gly Ala Asp Val 
450 455 460 

Asn Ala Gin Glu Pro Cys Asn Gly Arg Thr Ala Leu His Leu Ala Val 
465 470 475 480 

Asp Leu Gin Asn Pro Asp Leu Val Ser Leu Leu Leu Lys Cys Gly Ala 
485 490 495 

Asp Val Asn Arg Val Thr Tyr Gin Gly Tyr Ser Pro Tyr Gin Leu Thr 
500 505 510 

Trp Gly Arg Pro Ser Thr Arg He Gin Gin Gin Leu Gly Gin Leu Thr 

515 520 525 

Leu Glu Asn Leu Gin Met Leu Pro Glu Ser Glu Asp Glu Glu Ser Tyr 
530 535 540 

Asp Thr Glu Ser Glu Phe Thr Glu Phe Thr Glu Asp Glu Leu Pro Tyr 
545 550 555 560 

Asp Asp Cys Val Phe Gly Gly Gin Arg Leu Thr Leu 



1 er depot 



565 



<210> 3 

<211> 2583 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence 

^ artificielle : GFP~NLS-bTRCP 

<400> 3 

atgtctaaag gtgaagaatt attcactggt 
gatgttaatg gtcacaaatt ttctgtctcc 
aaattgacct taaaatttat ttgtactact 
gtcactactt tcggttatgg tgttcaatgt 
catgactttt tcaagtctgc catgccagaa 
aaagatgacg gtaactacaa gaccagagct 
aatagaatcg aattaaaagg tattgatttt 
ttggaataca actataactc tcacaatgtt 
atcaaagtta acttcaaaat tagacacaac 
cattatcaac aaaatactcc aattggtgat 
ttatccactc aatctgcctt atccaaagat 
ttagaatttg ttactgctgc tggtattacc 
agcccacctc caaaaaagaa gagaaaggtc 
gcggtgctgc aagagaaggc actcaagttt 
ggctgctcca gcctggcgga cagcatgcct 
ggcgcactca cagctttcca gaattcctca 
cctaggaaga taataccaga gaagaattca 
ctctgcttaa accaagaaac agtatgttta 
gtggccaaaa caaaacttgc caatggcact 
ctctcagcaa gctatgaaaa ggaaaaggaa 
gagtcagatc aagtggaatt tgtggaacat 
gggcacataa actcgtatct taaacctatg 
gctcggggat tggatcatat tgctgagaac 
tgtgctgctg aacttgtgtg caaggaatgg 
aagaagctta tcgagagaat ggtcaggaca 
agaggatggg gacagtattt attcaaaaac 
tctttttata gagcacttta tcctaaaatt 
tggagatgtg gaagacatag tttacagaga 
gtttactgtt tacagtatga tgatcagaaa 
aagatctggg ataaaaacac attggaatgc 
gtcctctgtc tccagtatga tgagagagtg 
agagtgtggg atgtaaatac aggtgaaatg 
gttctgcact tgcgtttcaa taatggcatg 
gctgtatggg atatggcctc cccaactgac 
cgagctgctg tcaatgttgt agactttgat 
agaactataa aggtatggaa cacaagtact 
aaacgaggca ttgcctgttt gcagtacagg 
aacactatca gattatggga catagaatgt 
gaggaattgg tgcgttgtat tcgatttgat 
ggaaaaatta aagtgtggga tcttgtggct 
ctctgtctac ggacccttgt ggagcattcc 
ttccagattg tcagtagttc acatgatgac 
ccagctgccc aagctgaacc cccccgttcc 
tga 
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gttgtcccaa ttttggttga attagatggt 60 
ggtgaaggtg aaggtgatgc tacttacggt 12 0 
ggtaaattgc cagttccatg gccaacctta 180 
tttgctagat acccagatca tatgaaacaa 240 
ggttatgttc aagaaagaac tatttttttc 300 
gaagtcaagt ttgaaggtga taccttagtt 360 
aaagaagatg gtaacatttt aggtcacaaa 420 
tacatcatgg ctgacaaaca aaagaatggt 480 
attgaagatg gttctgttca attagctgac 540 
ggtccagtct tgttaccaga caaccattac 600 
ccaaacgaaa agagagacca catggtcttg 660 
catggtatgg atgaattgta caaactgcag 7 20 
gaattgggcg gatccatgga cccggccgag 780 
atgtgctcta tgcccaggtc tctgtggctg 84 0 
tcgctgcgat gcctgtataa cccagggact 900 
gagagagaag actgtaataa tggcgaaccc 9 60 
cttagacaga catacaacag ctgtgccaga 1020 
gcaagcactg ctatgaagac tgagaattgt 1080 
tccagtatga ttgtgcccaa gcaacggaaa 1140 
ctgtgtgtca aatactttga gcagtggtca 1200 
cttatatccc aaatgtgtca ttaccaacat 1260 
ttgcagagag atttcataac tgctctgcca 1320 
attctgtcat acctggatgc caaatcacta 1380 
taccgagtga cctctgatgg catgctgtgg 1440 
gattctctgt ggagaggcct ggcagaacga 1500 
aaacctcctg acgggaatgc tcctcccaac 1560 
atacaagaca ttgagacaat agaatctaat 1620 
attcactgcc gaagtgaaac aagcaaagga 1680 
atagtaagcg gccttcgaga caacacaatc 1740 
aagcgaattc tcacaggcca tacaggttca 1800 
atcataacag gatcatcgga ttccacggtc 1860 
ctaaacacgt tgattcacca ttgtgaagca 1920 
atggtgacct gctccaaaga tcgttccatt 1980 
attaccctcc ggagggtgct ggtcggacac 204 0 
gacaagtaca ttgtttctgc atctggggat 2100 
tgtgaatttg taaggacctt aaatggacac 2160 
gacaggctgg tagtgagtgg ctcatctgac 2220 
ggtgcatgtt tacgagtgtt agaaggccat 2280 
aacaagagga tagtcagtgg ggcctatgat 234 0 
gctttggacc cccgtgctcc tgcagggaca 2400 
ggaagagttt ttcgactaca gtttgatgaa 24 60 
acaatcctca tctgggactt cctaaatgat 2520 
ccttctcgaa catacaccta catctccaga 2580 

2583 
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I 



<210> 4 
<211> 860 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence 
artificielle : GFP-NLS-bTRCP 

<400> 4 

Met Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro lie Leu Val 
15 10 15 

Glu Leu Asp Gly Asp Val Asm Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu 
20 25 30 

Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe He Cys 
35 40 45 

Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe 
50 55 60 

Gly Tyr Gly Val Gin Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys Gin 
65 70 75 80 

His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gin Glu Arg 
85 90 95 

Thr He Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val 
100 105 110 

Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg He Glu Leu Lys Gly He 
115 120 125 

Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn He Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr Asn 

130 135 140 

Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr He Met Ala Asp Lys Gin Lys Asn Gly 
145 150 155 160 

He Lys Val Asn Phe Lys He Arg His Asn He Glu Asp Gly Ser Val 
165 170 175 

Gin Leu Ala Asp His Tyr Gin Gin Asn Thr Pro He Gly Asp Gly Pro 
180 185 190 

Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gin Ser Ala Leu Ser 
195 200 205 

Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe Val 
210 215 220 

Thr Ala Ala Gly He Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Leu Gin 
225 230 235 240 

Ser Pro Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Glu Leu Gly Gly Ser Met 
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245 250 255 

Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu Lys Phe Met Cys 
260 265 270 

Ser Met Pro Arg Ser Leu Trp Leu Gly Cys Ser Ser Leu Ala Asp Ser 
275 280 285 

Met Pro Ser Leu Arg Cys Leu Tyr Asn Pro Gly Thr Gly Ala Leu Thr 
290 295 300 

Ala Phe Gin Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro 
305 310 315 320 

Pro Arg Lys lie He Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn 

325 330 335 

Ser Cys Ala Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser 
340 345 350 

Thr Ala Met Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn 
355 360 365 

Gly Thr Ser Ser Met He Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser 
370 375 380 

Tyr Glu Lys Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser 
385 390 395 400 

Glu Ser Asp Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu He Ser Gin Met Cys 
405 410 415 

His Tyr Gin His Gly His He Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin 
420 425 430 

Arg Asp Phe He Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His He Ala 
435 440 445 

Glu Asn He Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala Ala Glu 
450 455 460 

Leu Val Cys Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp 
465 470 475 480 

Lys Lys Leu He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly 

485 490 495 

Leu Ala Glu Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro 
500 505 510 

Pro Asp Gly Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro 
515 520 525 

Lys He He Gin Asp He Glu Thr He Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly 
530 535 540 

Arg His Ser Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly 
545 550 555 560 
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Val Tyr Cys Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg 
565 570 575 

Asp Asn Thr He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg 
580 585 590 

He Leu Thr Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu 
595 600 605 

Arg Val He He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp 
610 615 620 

Val Asn Thr Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu He His His Cys Glu Ala 

625 630 635 640 

Val Leu His Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys 
645 650 655 

Asp Arg Ser He Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp He Thr 
660 665 670 

Leu Arg Arg Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp 

675 680 685 

Phe Asp Asp Lys Tyr He Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr He Lys 
690 695 700 

Val Trp Asn Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His 
705 710 715 720 

Lys Arg Gly He Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser 
725 730 735 

Gly Ser Ser Asp Asn Thr He Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala 
740 745 750 

Cys Leu Arg Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys He Arg 
755 760 765 

Phe Asp Asn Lys 'Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys 
770 775 780 

Val Trp Asp Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr 
785 790 795 800 

Leu Cys Leu Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu 
805 810 815 

Gin Phe Asp Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He 
820 825 830 

Leu He Trp Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro 
835 840 845 

Arg Ser Pro Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr He Ser Arg 
850 855 860 
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<210> 5 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Simian virus 40 

<400> 5 

ccaaaaaaga agagaaaggt c 21 



<210> 6 

<211> 35 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 
<400> 6 

gctgggtacc ttaataatca tattacatgg catta 35 



<210> 7 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 
<400> 7 

ggcggaattc tatagttttt tctccttgac gtta 34 



<210> 8 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 
<400> 8 

ggtcggaatt catgtctaaa ggtgaagaat tattc 35 



<210> 9 
<211> 46 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 



<400> B 

ggcgggatcc gcccgggctc tgcagtttgt acaattcatc catacc 



46 
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<210> 10 
<211> 44 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 
<400> 10 

ggcggcggcc gccaccgcgg tgggcgaatt tcttatgatt tatg 44 

<210> 11 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 

<400> 11 

ggcggagctc tggaagaacg attacaacag 30 

<210> 12 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 
<400> 12 

acctccaaaa aagaagagaa aggtcgaatt 30 

<210> 13 
<211> 31 
<212> ADlSr 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 
<400> 13 

ggcgggtacc gtgagtaagg aaagagtgag g 31 

<210> 14 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 



<400> 14 
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ggcggaattc tgttttatat ttgttgtaaa aag 



<210> 15 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la s^quenc.e artificielle : Amorce 
<400> 15 

ggcggaattc atggactaca aagaccatga egg 



<210> 16 
<211> 46 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 

<400> 16 

ggcgggatcc gcccgggctc tgcagcttgt catcgtcatc cttgta 



<210> 17 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : HA 
<400> 17 

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala 
1 5 



<210> 18 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : FLAG 
<400> 18 

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys 
1 5 



<210> 19 
<211> 23 
<212> PRT 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : FLAG 
<400> 19 

Met Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly Asp Tyr Lys Asp His Asp lie Asp 
15 10 15 

Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys 
20 



<210> 20 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :NLS 

<400> 20 

Lys Arg Pro Ala Ala Thr Lys Lys Ala Gly Gin Ala Lys Lys Lys Lys 
15 10 15 



<210> 21 
<211> 13 
<212> PPvT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :NLS 

<400> 21 

Met Asn Lys lie Pro lie Lys Asp Leu Leu Asn Pro Gin 
15 10 



<210> 22 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :NLS 

<400> 22 

Val Arg lie Leu Glu Ser Trp Phe Ala Lys Asn He Glu Asn Pro Lys 
15 10 15 



Leu Asp Thr 
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<210> 23 
<211> 74 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :NLS 

<400> 23 

Met Lys Leu Leu Ser Ser lie Glu Gin Ala Cys Asp lie Cys Arg Leu 
15 10 15 

Lys Lys Leu Lys Cys Ser Lys Glu Lys Pro Lys Cys Ala Lys Cys Leu 
20 25 30 

Lys Asn Asn Trp Glu Cys Arg Tyr Ser Pro Lys Thr Lys Arg Ser Pro 
35 40 45 

Leu Thr Arg Ala His Leu Thr Glu Val Glu Ser Arg Leu Glu Arg Leu 
50 55 60 

Glu Gin Leu Phe Leu Leu lie Phe Pro Arg 
65 70 



<210> 24 

<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :NLS 

<400> 24 

Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val 
1 5 



<210> 25 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Amorce 



<400> 25 

aattcgacct ttctcttctt ttttggaggt 



30 
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